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ZUR KENNTNIS DER VERGLEICHENDEN 
MUSKELCHEMIE. 


Von 


ICHIMATSU TAKAHASHI. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultit 
zu Nagasaki. Ausgefiihrt unter Leitung von Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1934) 


Die bisherige Systematik der Tierwelt ist ebenso wie die der 
Pflanzenwelt ganz auf morphologische Merkmale aufgebaut, und 
es fragte sich nun, ob sie sich fiir die Tierwelt auch nach der 
chemischen Seite hin bestitigen lasse. Seit langen Jahren haben 
Kutseher, Ackermann u.a. (1905-1925) iiber eine ganze Reihe 
bisher unbekannter organischer Koérper aus Muskelextrakten von 
verschiedenen Tierklassen vergleichend-biochemische Untersuchun- 
gen angestellt. 

Die Kenntnis der Zusammensetzung des Muskels ist in doppel- 
ter Hinsicht wichtig; einmal als eine der Grundlagen fiir die 
physiologische Erforsechung der kontraktilen Substanz, dann aber 
aus dem Grunde, weil der Muskel als eines der Nahrungsmittel 
des Menschen fiir die Ernahrungslehre in Betracht kommt. Der 
Zweck dieser Arbeit war, die mineralischen Bestandteile der ver- 
schiedenen Muskelarten quantitativ modglichst genau zu ermitteln. 
Zunachst wurde der Gehalt des Muskels verschiedener Tierklassen 
auf Phosphor und Schwefel vergleichend untersucht, welche 
regelmassig in den Muskelzellen nachweisbar und neben einigen 
anderen Elementen als absolut unentbehrlich zu bezeichnen sind. 

Die Anschauungen iiber den Ablauf der. bei der Muskeltatig- 
keit sich abspielenden chemischen Vorgange haben wahrend der 
letzten Jahre mannigfache Wandlungen durchgemacht. Die viel- 
seitigen Untersuchungen fiihrten zur Entdeckung neuer Phosphor- 
verbindungen in den Muskeln: Kreatinphosphorsadure, Adenylsaure 
und Pyrophosphorséure. Der Nachweis dieser neuen Substanzen 
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lisst die Bedeutung der bis jetzt ausgefiihrten Untersuchungen 
iiber die Rolle der Phosphorverbindungen fiir die Dynamik der 
Muskelkontraktion bezweifeln und gegenwartig macht sich die 
Notwendigkeit neuer Arbeiten fiihlbar, welehe den Phosphormeta- 
bolismus des Muskels beleuchten. Fest steht nach den bisherigen 
Forschungen, dass die verschiedenen Muskeln charakteristische 
Unterschiede in der Phosphorverbindung zeigen. 

Fragte man sich nun auch, welche Rolle der Schwefel bei der 
Muskeltatigkeit spielt, so muss man zugeben, dass dieses letzten 
Endes noch ebenso dunkel ist wie bei der Chemie der Pflanze. 
Es hat sich aber herausgestellt, dass sicherlich ein grosser Teil jener 
Erscheinungen, welche mit der Autoxydabilitat und dem Reduk- 
tionsvermégen des Protoplasmas zusammenhingen, durch die 
Gegenwart von Sulfhydrylgruppen bedingt ist. Das Glutathion, 
welches in doppelter Gestalt, nadmlich in einer Sulfidform und einer 
Sulfhydrylform auftritt, ist ein Bestandteil der Muskelzelle. Unter 
den Metalloiden der Muskelasche steht nach Katz (1896, Pfitigers 
Arch, 63, 1.) der Schwefel im Vordergrund. Nach ihm riihrt das 
Element aber im wesentlichen von dem im Muskeleiweiss enthal- 
tenen Schwefel her. 

Meine Untersuchung beschrankte sich im wessentlichen auf 
den Gehalt des Muskels an Gesamtschwefelsiure und Gesamt- 
phosphorsaure und als Material wurde aus jéder Tierklasse die 
am besten zugangliche Art ausgewihlt. 

Das untersuchte Fleisch wurde stets ganz frisch verarbeitet. 
Die mit blossem Auge sichtbaren Blutgefasse. Sehnen, Nerven und 
das Fett wurden sorgfaltig abprapariert und das so gereinigte 
Fleisch wurde nach Zerkleinern im Trockenschrank allmihlich 
getrocknet und im Exsiccator zu konstantem Gewicht gebracht, die 
Trockensubstanz dann in einem Porzellantiegel sorgfiltig verkohlt 
und verascht. Aus den so dargestellten Aschen wurde die Phos- 
phorsdure als Ammonium-Magnesiumphosphat gefallt und in sal- 
petersaurer Losung in das Phosphorsiure-molybdat iibergefiihrt. 
Hierin wurde die HgPO, naeh der Methode von Neumann ermit- 
telt. Die Schwefelsiiure wurde durch Salzsiure und Barium- 
chlorid gefallt und als Bariumsulfat abgewogen. 
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Die Analysenergebnisse sind in folgender Tabelle zusammenge- 
stellt: 


Bestandteile bereehnet als Oxyde 


Water” Auf hundert Tello | Auf hundert Teile 


Tierarten a4 at frisches Fleisch troecknes Fleisch 
P20; -SO, POs -SO. 
I. Vertebrata 
a. Saugetiere 
Hund 77,88 0,4729 0,1067 2,1384 0,4826 
Rind 84,04 | 0,3549 0,0148 2,2276 0,0934 
Kaninchen 78,79 0,5388 0,0140 2,5458 0,0661 
Walfisch 73,73 | 0,2970 | 0,0669 | 1,1346 | 0,2548 
b. Vogel 
Taube 74,17 | 0,5963 | 0,0073 | 23186 | 0,0985 
Huhn 77,01 0,5241 0,0237 2,2274 0,1032 
Wildente 72,64 0,5222 0,0291 1,9090 0,1066 
e. Reptilien 
Natter 74,68 0,6412 0,1469 2,5326 0,5802 
d. Amphibien Fi 
Froseh 78,63 0,4712 0,0113 2,1852 0,0610 
Krote 81,25 0,4438 0,0278 2,3680 0,1483 


Riesensalamandet 59,15 0,9670 0,3525 2,3684 0,8655 


e. Fische 


Karpfen 83,97 0,4040 0,0096 2,5216 0,0600 

Meerbrasse 77,54 0,6298 0,0171 2,8049 0,0763 

Haifiseh 79,55 0,5416 0,0658 2,6480 0,3222 

Pfeilschwapz 81,19 0,4777 0,1067 2,5430 0,5676 
IT. Mollusea 

Octopus 79,40 0,4855 0,0735 2,3570 0,3569 

Sepia 79,59 0,6982 0,0626 3,0287 0,3687 

Haliotus 73,75 0,3718 0,0356 1,4169 0,1357 

Sehnecke 85,17 0,5740 0,0810 3,4180 0,5467 
III. Artropoda 

Hummer 85,04 0,9038 0,0044 3,6218 0,0176 


Krabbe 79,22 0,5979 0,1341 2,8780 0,5168 


4 I. Takahashi. 


In der Tabelle ist der geringere Wassergehalt des Riesen- 
salamandermuskels auffallend. Da der Muskel dieses Tieres selr 
fettreich und das Fettgewebe sehr wasserarm ist, so wird der 
fettreiche Riesensalamandermuskel ceteris paribus einen geringeren 
Wassergehalt aufweisen, als ein fettarmer. In den Muskeln des 
Riesensalamanders und des Hummers fand sind mehr Phosphor- 
siure. Der Phosphorsdiuregehalt in den Muskeln der Saugetiere. 
der Vogel und der Fische stimmt zu den Katzschen Werten gut. 
Man kann also annehmen, dass der Phosphor in den Muskeln der 
benannten Tierarten zum gréssten Teil als organische und an- 
organische Phosphatform vorkommt. Der Schwefelgehalt der 
Muskeln bei meiner Untersuchung ist sehr klein, etwa ein Zehntel 
desselben wie bei den Katzschen Versuchen. Katz hat den Schwefel 
in den Muskeln nach der Zersetzung und Oxydation der Substanz 
ermittelt und so basiert der Unterschied beider Ergebnisse auf dem 
organisch-gebundenen, im wesentlichen im KEiweiss enthaltenen 
Schwefel. Ausnahmsweise finden sich in den Muskeln des Riesen- 
salamanders ziemlich grosse Quantitiaten (0.35 Proz.) von Schwefel- 
sdure. In den Natter- und Krabbenmuskeln sieht man auch einen 
verhaltnismassig grésseren Gehalt derselben. Wie Henze (1904) 
angegeben hat, finden sich in den Muskeln von Cephalopoden. sowie 
auch bei manchen Mollusken grosse Mengen von Taurin. Das 
grosse Quantum von Schwefelsiure in den Muskeln des Riesen- 
salamanders kann vielleicht von den leicht zersetzbaren organischen 
Aminosulfonsaduren herriihren. 

Unsere Untersuchungen miissen daher weiter fortgesetzt 
werden. 


LITERATUR. 
Henze (1904): Zs. f. physiol. Chem., 43, 477. 
Katz (1896): Pfliigers Arch., 63, 1. 
Kutscher uo Ackermann (1905-1925): Zs. f. Biol., 84, 181. 


The Journal of Biochemistry, Vol. 22, No. 1. 


BEITRAGE ZUR CHEMIE DER MUSKELEXTRAKTIV- 
STOFFE DES RIESENSALAMANDERS. 


Von 


FUJITO YAMASAKI. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultét 
zu Nagasaki. Ausgefihrt unter Leitung von Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 15, Dezember 1934) 


Meine friiher beschriebenen Versuche (1933) haben gezeigt, 
dass im menschlichen Harn ein gewisser Parallelismus zwischen den 
ausgeschiedenen Mengen von Gesamtkreatinin und Phosphorsaure 
zu finden ist. Es erschien nun interessant, in Anbetracht dieses 
Ergebnisses festzustellen, ob ein solche Parallelismus etwa zwischen 
der Menge des Gesamtkreatinins und derjenigen der Phosphorsaure 
in verschiedenen Muskeln bestehen bleibt, wo unter Einfluss 
irgendwelcher physiologischer oder pathologischer Ursachen der 
Kreatingehalt sich in dem einen oder dem anderen Sinne ver- 
sehieben wird. 

Bekanntlich erfolgt die Phosphorsdurebildung im Muskel nicht 
nur aus Laectaeidogen, sondern aus der Pyrophosphorsdéure und 
Phosphokreatin u.a. Ihre Bildung im Muskel ist, ebenso wie die 
Milchsaiurebildung durch verschiedene Jonen in starkstem Masse 
beeinflussbar. Es gilt nach Weber (1925) betreffs der Spaltungs- 
begiinstigung @er Sulfate eine ahnliche Gésetzmassigkeit, wie sie 
fiir den Lactacidogenwechsel, auch fiir den Glykogenwechsel der 
Muskulatur naehgewiesen wurde. 

Dureh Anregung von Takahashi’s Arbeit (1935), derzufolge 
sich in den Muskeln des Riesensalamanders grosse Quantitaten von 
anorganischen Sulfaten finden, habe ich den Gehalt der verschie- 
denen Muskeln dieses Tieres an Kreatin, Kreatinin, Gesamtsehwefel 
und Glutathion vergleichend untersucht. 


6 F. Yamasaki: 


EXPERIMENTELLES, 


I. Uber den Gehalt der verschiedenen Skelettmuskeln an 
Glutathion, Kreatin, Kreatinin und Gesamtschwefel. 


Um den Gehalt der Muskelatur an Glutathion zu ermitteln, 
wurde der zerhackte Muskel mit Trichloressigséure enteiweisst 
und das Glutathion auf bekannte Weise jodometrisch bestimmt. 
Bei der Bestimmung des Kreatins und des Kreatinins habe ich 
zunichst den zerhackten Muskel mit Schenckscher Loésung ent- 
eiweisst. Das klare Filtrat wurde mit Natriumbicarbonat neutrali- 
siert und dann mit Schwefelwasserstoff behandelt ; aus dem Filtrate 
von Schwefelquecksilber wurde der Schwefelwasserstoff unter 
Durehleiten von Luft vertrieben. Die Fliissigkeit wurde hierauf 
auf ein bestimmtes Volumen eingedampft und das Kreatin und das 
Kreatinin in bekannter Weise kolorimetrisch ermittelt. 

Zur Bestimmung des Gesamtschwefels lasst man den abge- 
wogenen Muskel trocknen, als dann wird er mit Soda-Salpeter- 
mischung im Tiegel vorsichtig verbrannt. Nach der Zerstorung 
und Oxydation der Substanz wurde die Schwefelsdure als Barium- 
sulfat bestimmt. 

Die Analysenergebnisse sind in Tab. I zusammengestellt. 

TABELLE I. 


Bestandteile berechnet auf hundert Teile 
frisches Fleisch 


Versuchs- Skelett- 
Nr. muskel G t-s 
Glutathion Kreatin Kreatinin 8 ‘Oop a i 
i Bauch 0,021 1,811 0,723 0,210 
2 - 0,026 2,096 0,779 0,150 
3 = 0,021 2,886 1,516 0,250 
4 Riicken 0,022 1,359 0,650 0,440 
5 : 0,016 2,532 0,655 0,240 
6 i 0,023 3,279 1,306 0,180 
re Obere Extrem. — 1,292 0,525 0,140 
8 Ay 0,027 3,548 0,814 0,460 
9 ss 0,02 2,770 0,853 0,280 
10 Untere Extrem. _ = —_ 0,110 
11 *, 0,024 2,067 0,667 0,190 
12 o — 2,666 1,067 0,180 


Wie aus Tab. I zu ersehen, ist der Gehalt der verschiedenen 
Skelettmuskeln an Glutathion, Kreatin; Kreatinin und Gesamt- 
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schwefel in demselben Umfang schwankend. Auffallendérweise 
stimmt der Schwefelgehalt der Muskeln bei meiner Untersuchung 
mit den Takahashischen Werten gut iiberein. Ich habe den 
Schwefel in den Muskeln nach der Zersetzung und Oxydation der 
Substanz mit Soda-Salpetermischung ermittelts wahrend Taka- 
hashi den trocknen Muskel im Tiegel bloss durch Gliihen verascht. 
Das gréssere Quantum von Schwefelsdéure in den Muskeln des 
Riesensalamanders kann héchst wahrscheinlich von den leicht zer- 
setzbaren organischen Aminosulfonsauren herriihren. 


IIT. Vergleich der Kreatinmenge in wnwillkirlichen 
Muskeln. 


Nachdem die Bedeutung des Kreatins besw. Kreatinins im 
Sekelettmuskel fiir den Kontraktionsvorgang aufgezeigt worden 
ist, lag es nahe zu untersuchen, wie sich das Kreatin und das 
Kreatinin auch in den histologisch abweichend differenzierten und 
unter anderen Bedingungen arbeitenden unwillkiirlichen Muskeln 
verhalten. 

Zwecks Lésung der Frage stellte ich eine Reihe von Versuchen 
an Riesensalamandern an. Untersucht wurden als.Typus der un- 
willkiirlichen Muskeln der Herz-, der Magen- und der Darmmuskel. 

Die Grésse des Versuchstieres, sein Geschlecht und das 
Gewicht der angewandten Organe sind in Tab. II niedergelegt. 


TABELLE II. 
Nr. des Korper- | Korper- 
Versuchs- |Geschlecht| gewicht linge Herz Magen Darm 
tieres ecm g g g 
ek nha 51,5 0,91 10,98 7,20 
2 - 53,0 0,86 13,20 9,51 
3 Pe 50,0 0,59 17,39 5,29 
4 Ps 41,0 0,57 10,61 6,32 
5 B 35,0 0,64 10,51 6,88 
6 a 43,2 0,43 7,03 4,65 
7 3 25,5 0,30 6,18 2,30 
8 g 50,5 0,78 19,14 8,67 
9 » 52,0 0,84 14,26 7,70 
10 i 49,0 0,63 16,34 6,91 
11 s 58,0 0,54 9,96 6,07 
12 is 37,0 0,46 8,12 5,61 
13 “45 48,8 0,53 10,88 5,63 
14 5 39,0 0,40 6,96 4,74 
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In der Tab. II] sind die aus 14 Versuchstieren erhaltenen 
Resultate zusammengestellt. 
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TABELLE III. 


Gehalt des Herzens} Gehalt des Magens| Gehalt des Darms 


2 
Nr. des 3 an an an 

be Sele * | Kreatin| Kreatinin | Kreatin| Kreatinin | Kreatin| Kreatinin 

& a % a Jo Jo %o 

1 | 3 1,23 0,09 |} 0,35 0,34 0,33 0,17 

2 - — 2 0,32 0,34 0,22 0,09 

3 Ps 1,27 0,95 0,24 0,26 0,35 0,25 

4 1,58 1,08 0,35 0,17 0,26 0,09 

5 *% 1,23 0,92 0,26 0,34 0,15 0,13 

6 x6 1,18 1,28 0,37 0,26 0,18 0,13 

7 _ = ee 0,13 0,21 0,47 0,23 

8 9 1,07 0,64 0,32 0,25 0,27 0,17 

9 . 1,28 0,50 0,26 0,33 0,48 0,14 

10 “ 0,95 0,78 0,18 0,23 0,16 0,15 

a 8 1,49 0,59 — — 0,11 0,12 

12 cf 1,17 1,34 0,32 0,21 0,11 0,25 

ca oe 1,25 1,29 0,25 0,19 0,17 0,18 

14 rs _ _ 0,21 0,37 0,17 0,14 


Aus diesen Versuchen ist zu erkennen, dass der Gehalt des 
Herzmuskels an Kreatin viel kleiner (ca.50%) ist als der der 
_Skelettmuskeln. Im Durchsehnitt ist der Gehalt der glatten 
Muskeln an Kreatin etwa ein Zehntel desselben der Skelettmuskeln. 
Der gréssere Gehalt der willkiirlichen Muskeln bezw. der quer- 
gestreiften Muskeln an Kreatin steht wahrscheinlich in einem engen 
Zusammenhang mit der Leistungsfahigkeit dieser Muskeln. 
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ZUR KENNTNIS DER KREATINBILDUNG IM 
TIERKORPER. 


Von 


ICHIMATSU TAKAHASHI unp TEKI KUMON. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultiit 
zu Nagasaki. Ausgefiihrt unter Leitung von Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1934) 


Aus welchen Muttersubstanzen und auf welchem Weg Kreatin 
und Kreatinin im Stoffwechsel entstehen, dafiir hat sich trotz zahl- 
reicher Untersuchungen noch kein sicherer Anhalt gewinnen lassen. 

Bei der Suche nach Quellen des Guanidinrestes im Kreatin 
musste der Blick naturgemass auf das Arginin fallen; denn einer- 
seits ist in diesem verbreitetsten aller Eiweissbausteine der 
Guanidinrest schon in Kohlenstoffbindung vorgebildet und anderer- 
seits vermutet man seit langem, dass die Bildung des Kreatins mit 
dem Eiweissstoffwechsel zusammenhangt. [Bereits K. Inouye 
(1912) hat einerseits Versuche iiber Leberautolyse mit und ohne 
Argininzusatz angestellt, anderseits das iiberlebende Organ mit 
einer Arginin enthaltenden Fliissigkeit durchleitet und gepriift, ob 
dabei Kreatin auf Kosten des zugesetzten Arginins gebildet wird. 
Er kam zum Schluss, dass sich ein Teil des Kreatins im Tierkorper 
unter Methylierung aus Arginin bildet, wenngleich diese Art der 
Umwandlung des Arginins nicht allzu umfangreich ist. W. H. 
Thompson (1917) glaubt auch einen gesteigerten Gehalt der 
Muskeln an Kreatin nach intravendser Injektion von Arginin- 
earbonat festgestellt zu haben. Diese Anschaunng geht auf den 
von M. Jaffe (1906) erbrachten Nachweis zuriick, dass Guanido- 
Essigsiure im Tierkérper zu Kreatin methyliert werden kann. 
K. Thomas (1919) und seinen Schiilern verdanken wir eine Reihe 
ausgezeichneter Untersuchungen iiber die Méglichkeit eines solchen 
oxydativen Argininabbaues. Sie haben als die mit dem Kreatin 
im engsten Zusammenhang stehende Substanz Methylarginin und 
Methylguanidylsiuren mit gerader Anzahl von C—Atomen syntheti- 


9 


10 Takahashi u. Kumon: 


siert und ausfahrliche Fiitterungsversuche dieser Verbindungen an 
Kaninchen angestellt. Sie haben aber negative Ergebnisse erhalten. 

Kine von M. Tomita aufgestellte Hypothese sieht eine Bildung 
des Kreatins aus y-Amino-/-Oxy-Buttersiure resp. Carnitin vor. 
In beiden Verbindungen ist eine Atomgruppierung vorhanden, die 
fiir viele Naturprodukte charakteristisch ist. Bei der y-Amino-f- 
Oxy-Buttersiiure ist genau dieselbe Nachbarstellung von Hydroxyl 
und der Aminogruppe vorhanden wie beim Adrenalin und Cholin. 
Diese Atomgruppierung kann vielleicht im lebenden Organismus 
der N-Methylierung leichter zuginglich sein. Man kann sich die 
Umwandlung der y-Amino-f-Oxy-Buttersaure und des Carnitins 
in Kreatin, wie folgt, denken: : 


CH-—N=(CHs)s CH»NH: H.N-C=NH 
| | 
CHOH CH-OH Guanidierung CH.-N-H 
| coe rl 
CH: CH CH-OH 
| | | 
CcCO——O COOH CH: 
| 
COOH 
Carnitin y-Amino-B-Oxy- y-Guanido-B-Oxy- 
Buttersiure Buttersiure 
Methylierung | Methylierung 
H 
wee H.N-C=NH H.N-C=NH 
| oll 
Entmethylierung CH-OH Guanidierung CH:-N-CHs B-Oxydation N-CHs 
es CH-OH CH: 
| | 
coon CH: CHOH 
| 
COOH 
y-Methylamino- -Methylguanido- Recats 
B-Oxy-buttersiure B-Oxy-buttersiure reatin. 


Es wiirde somit zunichst entweder dureh Methylierung aus 
7-Amino-p-Oxy-Buttersiure oder durch Entmethylierung aus 
Carnitin y-Methylamino-6-Oxy-Buttersiure entstehen. Dann voll- 
zieht sich eine Guanidierung dieser Methylaminosiiure—sie kann 
nattivlich auch vorausgehen—und schliesslich folgt Oxydation am 
#-Kohlenstoffatom. 
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Sowohl bei den Fiitterungsversuchen von Arginin, als auch bei 
der parenteralen Zufuhr und bei der Durehblutung dieser Amino- 
saiure, darf man die Versuchstiere nicht ausser acht lassen. Die 
Resultate kénnen in der Folge in Zusammenhang mit der Wirkiing 
der Argmase der Leber gebracht werden. Damit ist die Guanidin- 
gruppe des Arginins ausgeschaltet und die Méglichkeit eines direk- 
ten Abbaus von Arginin zu Kreatin aufgehoben. 

Es erschien daher wiinschenswert, die Frage einer erneuten 
Untersuchung zu unterwerfen. Zu diesem Zwecke haben wir in 
der vorliegenden Arbeit einerseits Versuche iiber Leberautolyse der 
Hiihner mit und ohne Zusatz von Arginin, Carnitin und y-Amino- 
p-Oxy-Buttersaure angestellt, andererseits die tiberlebende Hiihner- 
leber mit denselben Verbindungen durchleitet und gepriift, ob dabei 
Kreatin auf Kosten der zugesetzten Verbindungen gebildet wird. 
Die Hiihnerleber hat keine Arginase und das verabreichte Arginin 
wird in der Hiihnerleber nicht in Harnstoff und Ornithin zerlegt. 


EXPERIMENTELLES. 


Als Versuchsorgan kam die Hiihnerleber zur Anwendung. 
Das Kreatinin wurde nach Folin (1914) kolorimetrisch ermittelt. 
Zur Bestimumng des Kreatins hat man das Denis’sche Verfahren 
(1918) angewandt. 


I. Autolyseversuche. 


Die Leber eines frisch getéteten Huhnes wurde schnell zu einem 
homogenen Brei verrieben, mit Chloroformwasser versetzt, auf 
10-40 cem gebracht und in zwei gleiche Portionen geteilt. Eine 
Portion wurde fiir die Ermittelung der hei der <Autolyse von 
Organmaterial allein auftretenden Kreatin- und Kreatininmenge 
gebraucht. Die andere Portion wurde mit der zur Verfiigung 
stehenden Substanz versetzt und naeh Toluolzusatz bei 37° gehalten. 
Wurde die Freiheit von Keimen nach Ablauf einer bestimmten 
Zeit nachgewiesenu, so hat man das Digerat mit der Schenck’schen 
Lésung versetzt. bis das Eiweiss zur volligen Ausfallung gebracht 
war. Das klare Filtrat wurde mit Natriumbicarbonat neutralisiert 
und dann mit Schwefelwasserstof€ behandelt; aus dem Filtrat von 
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Schwefelquecksilber wurde der Schwefelwasserstoff unter Durch- 
leiten von Luft vertrieben. Die Fliissigkeit wurde hierauf unter 
vermindertem Druck zu einem bestimmten Volumen eingeengt und 
das Kreatin und Kreatinin kolorimetrisch ermittelt. 

Die Ergebnisse sind in Form einer Tabelle wiedergegeben. 


TABELLE I. 


a) » TES: = 
Zugesetzte Subst. Menge des Dauer Gefundenes Gesauit 


N was a aReG IAG : dec kreatinin (mg) 
Versuchs = Menge eben ale Zusatz | Kontroll- 
Name (g) (g) coe versuche | versuche 
1 Arginin- 0,29 20,0 48 0,568 0,433 
earbonat 
2 . 0,29 20,0 72 0,585 0,429 
3 iB 0,29 10,0 Qt 0,250 0,169 
4 f 0,29 10,0 24 0,223 0,182 
5 ip 0,29 10,0 24 0,234 0,186 
6 e 0,29 5,0 48 0,303 0,276 
0 Pr | 0,29 5,0 24 0,322 0,244 
8 2 | 0,29 5,0 24 0,307 0,227 
9 ” 0,29 5,0 72 0,292 0,291 
10 ee 0,58 10,0 24 0,614 0,437 
Guanido- | 
11 cssigsaure 0,05 5,0 48 1,209 1,364 
12 3 0,05 5,0 48 1,171 1,294 
13 Carnitin 0,024 5,0 48 0,390 0,379 
14 } 0,024 5,0 48 0,344 0,316 
15 be 0,024 5,0 48 0,331 0,325 
16 _ 0,024 5,0 48 0,317 0,339 
y-Aniino-p- 
17 Oxy-Butter- 0,25 5,0 48 0,614 0,412 
siiure 
18 " 25 5,0 48 0,576 0,385 
19 3 0,25 5,0 48 0,416 0,402 
20 Pe | 0,25 | 5,0 48 0,421 0,415 
21 53 0,25 5,0 48 0,421 0,411 


\ 


Se ahh ' 
Bei Betrachtung der Tabelle ergibt sich, dass die unter Zusatz 
von <Arginin, Carnitin und y-Amino-p-Oxy-Buttersaéure autoly- 
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sierten Portionen in fast allen Versuchen einen grésseren Wert 
zeigen als die ohne Zusatz. 

Angesichts der geringen Zunahme des Kreatinins und mit 
Riicksicht auf die auch in den Kontrollversuchen vorkommenden 
Sehwankungen konnte man vielleicht einwenden, dass der Mehr- 
gehalt in den genannten Proben von Zufalligkeiten herriihren 
konnte. 

Das die Kvreatin- bzw. Kreatininvermehrung keine zufallige 
ist, und dass das vermehrte Kreatin bzw. Kreatinin kein Kunst- 
produkt ist. wurde aber durch strenge Kontrollversuehe sicher- 
gestellt. Die Versuche sind jedesmal nach derselben Richtung 
ausgefallen. 


Il. DurcHBLUTUNGSVERSUCHE. 


Um die Ergebnisse der Autolyseversuche zu erginzen, haben 
wir Durehblutungsversuche an der isolierten Leber angestellt. Die 
Methodik der Durchblutung war im wesentlichen die von Felix 
und Tomita (1923) angewandte. 

Die Leber wurde in der iiblichen Weise unter sorgfiltiger 
Unterbindung der Gefasse herausgenommen. Als Durchblutungs- 
fliissigkeit benutzten wir defibriniertes und koliertes Hiihnerblut. 
Ihr wurden die zur Verfiigung stehenden Verbindungen zugesetzt. 
Es wurde meistens 40 Minuten durchblutet. Die durchgeleitete 
Blutmischung wurde mit Schenckscher Lésung enteiweisst und 
weiter wie beim Autolyseversuche auf Gesamtkreatinin verarbeitet. 

Die Ergebnisse sind in der Tabelle If zusammengestellt. 

lm Gegensatz zu den Kontrollversuchen ergaben die Versuche 
mit Zusatz von Arginin und y-Amino-/-Oxy-Buttersaure aus- 
uahmslos eine Zunahme des Gehalts an Gesamtkreatinin. Da wir 
keine grosse Schwankung des Gewichts der angewandten Hithner- 
leber beobachteten und da wir bei jedem Versuche makroskopisch 
gesunde Leber brauchten, so sind wir nach unseren Versuchen 
veneigt die Kreatinbildung aus Arginin und y-Amino-p-Oxy-Butter- 
siiure zu folgern. Wir haben die geringe Vermehrung der Kreatin- 
bildung beim Zusatz der oben erwihnten Substanzen aber nicht 
ausser acht gelassen. Das Kreatin und das Kreatinin konnen 
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TABELLE IT. 


Dauer der | Gefundenes 


Zugesetzte Subst. 
Menge des Tareh- 


Versuchs- |—~————_—_—__ Gesamt- Bemer- 
nummer Menge i blutung kreatinin kungen 
Name g cen Min. mg 
Arginin- 
1 earbonat 0,636 20 15 1,250 
2 ss 0,636 20 40 , 0,937 
3 ss 0,636 20 , 40 1,186 
y-Amino-f- 
4 Oxy-Butter-| 0,590 20 40 0,717 
sdure 
5) ” 0,500 20 40 0,882 
: = Kontroll- 
6 20 40 0,567 camsiacias 


bestimmte Funktionen erfiillen und ihre Bildung nur nach Bedarf 
erfolgen. So kann man die Kreatin- und Kreatininbildung nicht 
nach Belieben steigern, sondern nur in beschranktem Masse. 

Die Ergebnisse der beiden Versuchsreihen lassen mit Beriick- 
sichtigung dieser Uberlegungen den Schluss zu, dass sich ein Teil 
des Kreatins im Tierkérper unter Methylierung aus Arginin bildet. 
Hine Moéglichkeit der Kreatinbildung unter Methylierunge und 
nachheriger Guanidierung aus y-Amino-$-Oxy-Buttersiure oder 
unter Entmethylierung und nachheriger Guanidierung aus Carnitin 
ware auch denkbar. 
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UBER DAS VERHALTEN DES KREATINS UND 
DES KREATININS IM FROSCHORGANISMUS IM 
WINTERSCHLAF UND BEIM LAICHEN. 


Von 


FUJITO YAMASAKIT, 


. 
(Aus dem physiologiseh-chemischen Institut der medizinischen Fakultit 
zu Nagasaki. <Ausgcfiihrt unter Leitung von Prof, M. Tomita.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1934) 


Der lebende Kérper mit den ihn erhaltenden chemischen Sub- 
stanzen kann nicht ohne Stoffaustausch mit seiner Umgebung ex- 
istieren, sondern er ist bestéandig auf eine Erneuerung seiner 
Bestandteile angewiesen, die durch die Aufnahme von Stoften aus 
der Umgebung ins Werk gesetzt wird. 

Bekanntlich kénnen aber die Frésche die kalte Jahreszeit im 
Schlamm eines Gewassers vergraben zubringen. Mit dem Her- 
einbrechen der kalten Jahreszeit kommt fiir sie die Periode, in der 
ihre Lebenstiatigkeit mit zunehmender Kalte immer mehr her- 
absinkt, bis sie im Wintersehlaf auf ein Minimum reduziert, iusser- 
lich kaum noch wahrnehmbar ist. In dieser Jahreszeit nehmen sie 
niemals Nahrung zu sich. 

Der Winterschlaf dauert verschieden lange bei den einzelnen 
Arten. Im allgemeinen kann man sagen, dass die Tiere im Oktober, 
spitestens Anfang November samlich ihre Winterquartiere 
bezogen haben. Wahrend des Winterschlafes wird das Glykogen 
der Leber fast ganz verbraucht, das Fett. dagegen bleibt wohl 
vollig unangetastet. 

Da das Kreatin und dass Kreatinin in erster Linie unentbehr- 
liche Stoffe fiir die Muskeltatigkeit sind, so ist wohl anzunehmen, 
dass sie bei dem Wintersehlaf und kurz vor der Laichszeit ab- 
nehmen, wahrend bei den héheren Wirbeltieren die Kreatinbildung 
das ganze Jahr hindurch gleichmissig vor sich geht. 

Um die engeren Beziehungen zwischen der Kreatin- bzw. 
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Kreatininbildung und der Muskeltatigkeit sowie dem allgemeinen 
Stoffweehsel kennenzulernen. habe ich auf Vorschlag von Prof. 
Tomita das ganze Jahr hindurch eine Reihe von Untersuchungen 
iiber die Kreatin- und Kreatininbildung im Froschorganismus an- 
gestellt. deren Resultate im folgenden mitgeteilt werden. 


EXXPERIMENTELLES. 


Zu jedem Versuche verwendete ich 1 Frosch und fiir jede 
Versuchsreihe wurden 15 Versuche unternommen. Die Frésche, 
die zu Versuchen gebraucht wurden, gehoéren alle zu Rana nigro- 
maculata. Es war selbstverstandlich wiinschenswert. mdglichst 
gleichgrosse Tiere zu verwenden, was mir aber nicht gelang. 
Besonders im Winterschlaf war das Koérpergewicht des einzelnen 
Versuchstieres sehr schwankend. Das Geschlecht war aueh ver- 
schieden. Bei jeder Versuchsreihe wurden aber mindestens 5 
Versuche mit demselben Geschlecht ausgefiihrt. 

Der Frosch wurde getotet. die Haut sofort abprapariert und 
dann mit einer Machine bei Kalte moéglichst klein zerhackt. Die 
mit kaltem Wasser durchgeriihrte Masse wurde dann mit Schenek- 
scher Lésung versetzt. bis das Eiweiss zur volligen Ausfallung 
vebracht war. Das klare Filtrat wurde mit Natriumbicarbonat 
neutralisiert und daun mit Schwefelwasserstoff behandelt ; aus dem 
Filtrat von Schwefelquecksilber wurde der Schwefelwasserstoft 
dureh Luft vertrieben und die Fliissigkeit hieranf auf ein  be- 
stimmtes Volumen eingedampft und das Kreatin und Kreatinin 
kolorimetrisch ermittelt. 

Die Ergebnisse sind aus den folgenden Tabellen ersichtlich. 
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TABELLE J, 
Januar, 
‘ovaaane. Korper- Kreatin Kreatinin Gesamt- | 
Nr. lene |__| | Kkreatinin |Geschlecht 
mg Yo mg Yo mg 
1 12,7 23,700 | 0,1866 2,662 | 0,0209 23,093 i] 
2 13,9 22,985 | 0,1654 3,833 | 0,0276 33,648 ra) 
3 a 28,333 | 0,1657 3,451 | 0,0202 27,875 i") 
4 17,5 42,183 | 0,2411 5,168 | 0,0295 41,533 3 
5 18,5 | 40,976} 0,2215 | 3,184 | 0,0172 | 38,508 FS 
6 19,4 39,248 | 0,2023 4,055 | 0,0209 37,889 °] 
7 19,5 35,826 | 0,1837 4,365 | 0,0224 35,249 9 
8 20,4 45,454 | 0,2228 3,942 | 0,0193 47,066 3 
9 21,9 37,169 | 0,1697 5,658 | 0,0258 37,700 $ 
10 21,9 43,063 | 0,1966 4,953 | 0,0226 42,076 Q 
up L 24,0 52,930 | 0,2205 6,252 | 0,0261 51,882 g 
12 25,0 43,897 | 0,1756 | 13,883 | 0,0555 51,726 ro) 
13 26,4 40,027 | 0,1516 | 12,726 | 0,0482 47,222 g 
14 27,5 41,439 | 0,1507 9,740 | 0,0354 45,463 ie} 
15 28,9 48,000 | 0,1661 | 8,251 | 0,0286 49,627 9 
Summe 314,6 585,230 | 2,8185 | 92,123 | 0,4202 610,557 
Mittelwert 0,1879 0,0280 
TABELLE II. 
Februar. 
ee Korper- Kreatin Kreatinin Gesamt- 
Vareie: wewlane /-___—_—__________|_______-______| kreatinin |Geschlecht 
cae g mg Yo mg Jo mg 
1 14,2 18,333 | 0,1291 3,231 | 0,0228 19,035 g 
2 14,3 20,119 | 0,1407 , 3,114 | 0,0218 | 20,458 2 
3 16,2 31,116 | 0,1921 3,350 | 0,0207 30,175 g 
4 17,5 26,270 | 0,1501 5,657 | 0,0323 28,304 a) 
5 17,9 32,150 | 0,1796 4,817 | 0,0269 32,524 a) 
6 18,1 33,665 | 0,1859 3,417 | 0,0189 32,439 $ 
sf £0,4 30,293 | 0,1485 3,189 | 0,0156 29,304 g 
8 21,5 32,395 | 0,1507 3,004 | 0,0140 30,931 g 
9 21.6 39,286 | 0,1827 4,583 | 0,0213 38,450 ra) 
10 21,6 28,522 | 0,1320 6,045 | 0,0280 30,633 9 
11 23,0 28,863 | 0,1255 7,440 | 0,0323 32,322 9 
12 Pay | 32,999 | 0,1429 4,413 | 0,0191 32,861 3 
13 23,6 45,239 | 0,1917 8,766 | 0,0371 47,765 3 
14 24,4 51,045 | 0,2092 7,062 | 0,0310 51,702 ry 
15 95,5 32,399 | 0,1271 7,230 | 0,0284 41,959 2 
Summie 302,8 |482,703 | 2,3801 | 75,827 | 0,3702 | 498,862 
Mittelwert 0,1586 | 0,0246 
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TABELLE III. 


Marz. 
Korper- Kreatin Kreatinin Gesamt- 
Versuchs- gewicht ~| kreatinin |Geschlecht 
Yr. g mg Jo mg Yo me | 
ul 15,1 23,894] 0,1582 4,354| 0,0288 24,952 g 
2 16,6 26,741} 0,1611 7,892 | 0,0475 30,944 9 
3 17,1 22,372 | 0,1308 7,162| 0,0419 26,448 e 
4 18,0 25,599 | 0,1422 6,464] 0,0359 28,532 g 
5 19,5 30,911} 0,1585 4,757| 0,0244 31,401 Q 
6 20,0 32,691| 0,1635 6,129 | 0,0307 34,311 3 
7, 20,0 34,484; 0,1724 6,324| 0,0316 36,058 3 
8 20,8 30,395| 0,1461 | 10,330} 0,0497 36,532 g 
9 21,5 31,613} 0,1470 8,765} 0,0408 35,986 | 6 
10 21,7 39,290] 0,1811 7,015] 0,0323 40,886 g 
11 22,0 37,057 | 0,1684 9,581} 0,0435 41,527 & 
12 22,5 35,525} 0,1579 9,364] 0,0416 39,989 | 3 
13 23,0 38,453} 0,1672 | 10,954] 0,0476 44,702 3 
14 23,0 34,126! 0,1484 5,636 | 0,0245 35,055 | g 
15 23,6 37,288| 0,1680 8,856| 0,0375 46,144 2 
Summe 304,4 480,439} 2,3708 | 113,583] 0,5583 | 533,467 
Mittelwert 0,1580 0,0372 
TABELLE LV. 
April 
i 
Varditha: Korper- Kreatin Kreatinin | Gesamt- | ; 
Nr gewicht kreatinin | Gesehlecht 
: g | mg %o mg a) mg 
1 17,4 13,639 | 0,0784 2,200 | 0,0126 14,491 ? 
2 18,0 11,341! 0,0630 2,716 | 0,0150 12,491 2 
3 18,4 19,096 | 0,1038 7,997 | 0,0413 24,056 a) 
4 19,6 18,197 | 0,0928 4,796 | 0,0245 20,484 re) 
5 19,9 16,240] 0,0816 3,386 | 0,0170 17,387 g 
6 20,8 24,307] 0,1169 | 10,246 | 0,0492 31,201 3 
7 21,0 25,613| 0,1220 6,367 | 0,0303 28,444 e 
8 21,2 29,821) 0,1407 3,634 | 0,0171 29,343 3 
9 22,3 24,359] 0,1092 | 11,353 | 0,0509 32,240 3 
10 22,6 22,381} 09,0990 | 10,041 | 0,0144 29,882 $ 
os 22,9 19,820| 0,0857 8,094 | 0,0353 25,008 | 3 
12 23,5 22,797; 0,0970 4,578 | 0,0195 28,047 ? 
13 23,8 24,239] 0,1018 5,191 | 0,0218 26,087 3 
14 24,2 22,923 0,0948 8,106 | 0,0336 27,873 cs) 
15 25,3 26,867 | 0,1062 4,587 | 0,0181 27,754 | : 
Summe 320,9 321,645| 1,4929 | 92,892 | 0,4306 | 374,788 
Mittelwert 0,0995 | 0,0287 | 
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TABELLE V. 
Mai. 
“ Korper- Kreatin Kreatinin Gesamt- : 
V -hs- : ; 
“Nr, i gewieht  |}——_— aaa - kreatinin |Gesechlecht 
g mg Jo mg Jo mg 
1 13,5 21,490 | 0,1591 5,940 | 0,0440 24,467 fo) 
2 13,6 26,771 | 0,1958 8,778 | 0,0631 31,666 re) 
3 14,9 23,075 | 0,1548 8,870 | 0,0595 28,761 6 
4 15,6 19,000 | 0,1217 6,789 | 0,0433 | 23,150 g 
i) 15,7 28,012 | 0,1784 6,624 | 0,0481 31,709 ) 
6 15,8 21,705 | 0,1373 | 11,088 | 0,0701 29,962 g 
7 a Wer 27,284 | 0,1541 9,287 | 0,0524 | 32,808 $ 
8 18,0 23,805 | 0,1322 | 10,926 | 0,0606 31,445 9 
9 18,4 33,184 | 0,1803 4,163 | 0,0226 32,770 ge 
10 18,5 29,148 | 0,1575 | 11,119 | 0,0573 34,140 2 
Vi 19,5 31,986 | 0,1640 7,366 | 0,0377 34,941 a) 
12 21,0 21,582 | 0,1027 | 10,519 | 0,0500 | 27,077 g 
13 21,5 38,319 | 0,1782 | 10,497 | 0,0487 43,513 ) 
14 25,0 27,973 | 0,1118 | 11,992 | 0,0479 | 46,107 g 
15 29,9 31,151 | 0,1041 | 11,013 | 0,0368 37,867 9 
Summe 278,6 404,485 | 2,2320 |134,971 | 0,7421 | 490,383 
Mittelwert 0.1488 0,0494 
TABELLE VI. 
Juni. 
Veceact Korper- Kreatin Kreatinin Gesamt- 
Sate UR i nia aes —| kreatinin |Geschlecht 
i < mg % mg % mg 
1 15,0 18,615 | 0,1241 | 6,635 | 0,0442 | 22,097 a) 
2 16,2 31,115 | 0,1920 6,780 | 0,0418 33,604 ge 
3 16,6 29,912.} 0,1801 | 11,076 | 0,0367 36,863 } 
4 17,3 21,640 | 0.1250 | 10,873 | 0,0628 29,529 re) 
5 17,6 23,255 | 0,1321 5,908 | 0,0335 25,956 g 
6 17,6 23,841 | 0,1354 | 12,030 | 0,0683 32,583 9 
7 17,8 19,731 |°0,1108 | 10,427 | 0,0585 27,436 g 
8 18,1 24,272 | 0,1340 | 12,398 | 0,0684 33,408 rs) 
9 18,4 23,580 | 0,1281 | 11,368 | 0,0617 31,596 $ 
10 19,5 28,510 | 0,1462 | 12,011 | 0,0615 36,589 ? 
a 19,8 27,617 | 0,1394 | 12,759 | 0,0644 36,568 g 
12 20,2 18,940 | 0,0937 | 11,377 | 0,0563 | 27,705 9 
13 20,4 30,561 | 0,1498 | 12,283 | 0,0602 38,63) f°) 
14 25,6 38,542 | 0,1505 8,525 | 0,0333 41,758 a) 
15 25,7 28,298 | 0,1101 | 11,204 | 0,0435 36,185 9 
Summne 285,8 388,429 | 2,0513 | 155,654 0,3251 | 490,607 
Mittelwert 0,1367 0,0550 


20 F. Yamasaki: 


TABELLE VIT. 


Summe 305,1 508,413 | 2,5045 |175,893 | 0,8681 | 613,585 
Mittelwert 0,1669 


0,0578 


Juli. 
Ver Ko6rper- Kreatin Kreatinin Gesamt- 
eu gewicht |— — Agee 2 kreatinin |Geschlecht 
* g mg % mg % mg 
1 12,0 15,904 | 0,1325 5,538 | 0,0462 19,248 fe} 
2 17,3 31,554 | 0,1824 | 10,791 | 0,0573 37,112 $ 
3 18,6 29,205 | 0,1570 7,554 | 0,0406 32,729 8 
4 18,7 26,676 | 0,1427 7,708 | 0,0479 30,087 9 
5 19,1 28,751 | 0,1505 7,250 | 0,0380 32,042 ro} 
6 19,7 26,775 | 0,1360 8,466 | 0,0430 31,595 $ 
7 20,0 22,522 | 0,1126 | 11,022 | 0,0551 30,438 6 
8 20,3 31,722 | 0,1513 7,735 | 0,0374 32,111 re) 
9 20,6 26,596 | 0,1298 | 11,503 | 0,0559 34,525 g 
10 20,6 27,253 | 0,1323 |} 12,670 | 0,0613 36,160 3 
11 20,7 30,275 | 0,1463 | 14,501 | 0,0700 40,602 6 
12 21,4 27,761 | 0,1297 8,813 | 0,0410 32,745 g 
13 22,1 23,544 | 0,1065 | 12,707 | 0,0575 33,001 9 
14 22,2 30,369 | 0,1368 | 10,057 | 0,0453 36,236 g 
15 23,6 34,662 | 0,1499 | 10,791 | 0,0457 40,668 2 
Summe 296,9 413,569 | 2,0933 |147,106 | 0,7422 | 499,299 
Mittelwert 0,1395 0,0494 
TABELLE VIII. 
August. 
Veranene: Korper- Kreatin Kreatinin Gesamt- 
Nr. gewiecht |—————_—_-—_-__|_______________| kreatinin |Geschlecht 
g | mg % mg %o mg 
A 18,0 | 20,484 | 0,1416 | 15,653 | 0,0869 37,621 fo) 
2 18,4 33,231 | 0,1806 8,482 | 0,0461 37,130 g 
3 18,5 | 31,371 | 0,1696 8,027 | 0,0434 35,077 3 
“ 19,0 32,776 | 0,1725 | 10,574 | 0,0557 38,839 fo) 
5 19,0 28,944 | 0,1526 | 12,571 | 0,0662 36,000 2 
6 19,0 31,104 | 0,1637 | 18,506 | 0,0974 45,319 ro) 
7 20,2 45,583 | 0,2257 9,977 | 0,0494 50,272 g 
8 20,9 | 33,046 | 0,1576 | 10,439 | 0,0499 38,927 ra) 
9 20,9 | 35,666 | 0.1774 8,031 | 0,0385 38,695 re) 
10 249 24,064 | 0,1135 | 13,509 | 0,0637 34,253 9 
11 QUES 32,679 | 0,1520 8,929 | 0,0415 37,101 ra} 
12 21,8 35,531 | 0,1630 | 13,522 | 0,0620 44,152 ro) 
13 21,8 38,685 | 0,1781 | 11,383 | 0,0505 44,733 9 
14 22) 34,632 | 0,1574 | 12,019 | 0,0546 41,874 3 
15 22,9 45,617 | 0,1992 | 14,271 | 0,0623 53,592 9 
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TABELLE IX, 
September. 
ae Korper- Kreatin Kreatinin Gesamt- 
Nengeelee: gewicht kreatinin |Geschlecht 
5 g mg Jo mg % mg 
1 18,5 25,207| 0,1363 12,270] 0,0663 34,001 Cs) 
2 19,1 25,375 | 0,1329 | 15,090] 0,0790 36,965 g 
3 2153 22,810| 0,1070 13,644| 0,0645 33,518 g 
4 21,5 25,42 0,1183 | 16,270] 0,0757 38,192 9 
5 2257, 38,007 | 0,1674 | 12,547] 0,0550 45,302 3 
6 23,8 29,937) 0,1258 13,416} 0,0564 39,224 3 
7 24.7 37,513| 0,1519 19,301} 0,0781 51,639 a) 
8 24,7 42,710} 0,1730 | 15,545 | 0,0629 52,365 °] 
9 24,8 25,441} 0,1025 | 17,450} 0,0700 39,382 g 
10 25,1 35,725 | 0,1424 12,683; 0,0505 43,482 e 
Bis} 25a: 33,247] 0,1325 17,642} 0,0703 46,304 9 
12 25,1 | 40,447| 0,1611 , 20,812] 0,0829 | 55,681 3 
13 25,5 27,907| 0,1094 | 17,823| 0,0699| 41,881 3 
14 27,5 37,868| 0,1377 22,362} 0,0994 55,007 9 
15 29,3 43,765| 0,1494 20,853 | 0,0712 58,580 6 
Summe 358,7 491,388} 2,0476 | 247,708] 0,0521 671,523 
Mittelwert 0,1365 0,0701 
: TABELLE X. 
Oktober. 
ae eee Korper- Iveatin Kreatinin Gesamt- 
- a gewicht kreatinin |Gesehlecht 
og g mg Yo mg %o mg 
1 16,7 | 29,076] 0,1741| 6,857) 0,0411 | 31,830 ) 
2 17.0 | 30,744] 0,1808| 7,250) 0,0247 | 33,735 3 
3 18,8 29,967| 0,1594 7,085 | 0,0377 32,918 i) 
4 19,0 36,551] 0,1817 9,533 | 0,0502 41,042 fo) 
5 19,1 28,525| 0,1293 7,184| 0,0376 31,775 ? 
6 19,4 31,652] 0,1720 5,958 | 0,0324 33,244 ro) 
7 19,8 | 30,077] 0,1519 | 9,692] 0,0489 | — 35,620 3 
8 20,7 29,187} 0,1410 11,529} 0,0557 37,165 3) 
9 21,6 | 20,907| 0,1968| 8,677! 0,042 26,700 9 
10 21,8 34,205} 0,1569 10,535] 0,0483 40,022 a) 
1 22,0 33,712} 0;1532 10,386| 0,0472 39,449 ro) 
12 22,5 35,819] 0,1592 10,436) 0,0464 41,314 2 
Als} 2250 37,243] 0,1641 8,941} 0,0394 41,047 IS) 
14 22:8 31,562] 0,1384 14,200} 0,0623 41,409 g 
15 24) 29,446] 0,1222 10,213 | 0,0424 35,098 g 
Summe 308,0 468,533] 2,2810 | 138,476] 0,6563 542,868 
Mittelwert 0,1520 0,0437 


92 F. Yamasaki: 
TABELLE XI. 
November. 
Korper- Kreatin Kreatinin | Gesamt- 
Verguehs: gewicht = ; | kreatinin |Geschleeht 
oe g mg %o mg Y | . meg 
1 12,3 21,858 | 0,1777 2,601| 0,0249 21,445 9 
2 12,7 24,173| 0,1900 3,157 | 0,0249 23,996 4 
3 13,2 23,859} 0,1807 3,633 | 0,0276 24,201 g 
4 14,0 25,094] 0,1792 | 4,005| 0,0286 25,638 g 
3 13,3 39,360! 0,2573 7,024| 0,0459 40,955 é 
6 20,2 42,325| 0,2095 9,583) 0,0475 | 46,070 5 
7 21,1 41,479} 0,1425 | 14,284| 0,0491 50,042 g 
8 21,6 41,917| 0,1940 8,808} 0,0408 44,943 S 
9 21,6 38,596 | 0,1787 | 10,464) 0,0484 | 43,736 8 
10 21,6 42,098] 0,1949 8,090} 0,0375 44,381 ry 
11 22,5, 40,961] 0,1820 | 12,733) 0,0566 48,045 3 
12 25,2 31,210] 0,1239 | 11,620] 0,0461 38,526 9 
13 26,4 45,959 | 0,1741 | 13,045} 0,0494 | 12,664 S$ 
14 28,2 39,948} 0,1417 4,749| 0,0310 43,187 9 
15 39,0 52,700} 0,1351 | 12,751] 0,0327 58,181 Q 
Summe 314,9 051,537 | 2,6613 | 126,547; 0,5910 | 605,010 
Mittelwert 0,1774 0,0394 
TABELLE XII. 
Dezember. 
| 
Korper- Kreatin | Kreatinin Gesamt- 
wetache: gewicht ; - kreatinin |Geschlecht 
g mg % | mg % mg 
1 13,2 | 21,833] 01654 | 5.262 | 0,0399| 21,084 3 
2 13,6 21,388] 0,1573 2,681 , 0,0197 21,119 9 
3 13,9 21,495} 0,1546 | 2,942 | 0,0291 | 21,473 é 
4 15,9 20,741] 0.1305 4,162 | 0,0262 , 22,042 co} 
5 16,1 24,955] 0,1550 |} 6,297 | 0,0391 27,809 3 
6 16,5 29,695) 0,1720 | 5,945 | 0,0360 31,544 6 
7 17,6 30,389} 0,1727 | 5,561 | 0,0316 31,758 3 
8 18,2 28,552| 0,1588 | 3,483 | 0,0191 | 25,181 3 
9 20,2 | 31,514] 01560} 7,928 | 0,0392 | 35,094 3 
10 20,9 | 33,378) 0,1597 8,479 | 0,0406 37,253 Q 
11 21,6 37,708| 0,1746 7,903 | 0,0366 40,410 g 
12 21,9 41,677| 0,1903 | 5,683 | 0,0259 41,888 6 
13 23,4 29,005} 0.1240 6,424 | 0,0275 |; 31,431 9 
14 25,5 35,638 | 0.1398 6,901 | 0,0271 37,623 co 
15 25,7 | 39,581] 0,1540 8,029 | 0,0312 42,150 a 
Summe 284,2 447,549] 2,3647 | 87,080 | 0,4688 | 470,859 
Mittelwert 0,1576 0,0312 
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Es folgt hier nun eine Tabelle, welche die in den angefiihrten 
Versuchen erhaltenen Mittelwerte fiir Kreatin und Kreatinin fiir 
jeden Monat veranschaulicht. 


TABELLE XITI. 


KOorper- Kreatin Kreatinin 
Monat gewicht ——-—— oe 
£ mg- % mg % 
Jan. 20,9 39,015 0,1879 6,141 0,0280 
Feb. 20,2 32,180 0,1592 5,055 0,0247 
Mar. 20,3 32,030 0,1581 7,522 0,0372 
Apr. 21,4 21,443 0,0995 6,193 0,0287 
Mai. 18,6 26,966 0,1488 8,998 0,0495 
Jun. 19,1 25,895 0,1368 10,377 0,0550 
Jul. 19,8 27,571 0,1396 9,808 0,0495 
Aug. 20,3 33,894 0,1670 11,723 0,0579 
Sep. 23,9 32,759 0,1365 16,514 0,0701 
Okt. 20,5 31,254 0,1521 9,232 0,0448 
Nov. 21,0 36,769 0,1774 8,436 0,0394 
Dez. 19,0 29,837 0,1576 5,845 0,0313 


Aus den Versuchsresultaten in Tabelle XIII geht hervor, dass 
die Kreatininmenge im Froschorganismus im Vergleich zur 
Kreatinmenge sehr gering ist. 

Der Kreatinwert schwankt zwischen 0,0995% und 0,1879%. 
Der hoéchste Kreatinwert zeigt sich im Januar, der niedrigste im 
April. Die Kreatininmenge im Winterschlaf ist kleiner als im 
Sommer. Wie das Kreatin erfahrt auch das Kreatinin im April 
eine Abnahme. Das Fallen des Kreatingehaltes erfolgt in dieser 
Jahreszeit in viel bedeutenderem Mass als das des Kreatinins, 


Ausgleichsrechnung nach der Methode der 
kleinsten Quadrate. 
Fiir die praktische Beurteilung der Genauigkeit der einzelnen 
Resultate ist der wahrscheinliche Fehler massgebend. 
Wenn man die gefundene Menge des Kreatins und des 
Kveatinins als x und 2’, das arithmetische Mittel aus den einzelnen 
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Ablesungen als y und y’ bezeichnet, so gelten die folgenden Formeln 
als wahrscheinlicher Fehler des arithmetischen Mittels der n-Hin- 
zelablesungen. 


el X(a—- ~y)” % O6TASs sca’: . fiir Kreatin 
n(n —1) ‘ 


r=/2(-y¥ x 0, BsGvagstt2 fiir Kreatinin 
n(n —1) 


Auf diese Weise sind folgende Tabellen gefunden worden 
(XIV-XVIIT). 

Es folgt darauf noch eine Tabelle (XIX), welche die nach der 
Methode der kleinsten Quadrate erhaltenen Werte an Kreatin und 
Kreatinin in dem verschiedenen Monaten enthalt. Die Menge des 
Kreatins und des Kreatinins wird in mg pro 1g Korpergewicht 
berechnet. 

TABELLE XIV. 


Januar. 
VWeestichs- Kreatin Kreatinin 

Nr. z ba Dasa)? ee a er yr 

sf 
1 0,1866% | 0,0013 | 0,00000169 0,0209% | 0,0071 | 0,00005041 
2 0,1654 0,0225 | 0,00050625 0,0276 0,0004 | 0,00000016 
3 0,1657 0,0222 | 0,00049284 0,0202 | 0,0078 | 0,00006084 
4 0,2411 0,0532 | 0,00283024 0,0295 0,0015 | 0,00000225 
5 0,2215 0,0336 | 0,00112896 0,0172 0,0108 | 0,00011664 
6 0,2023 0,0144 | 0,00020736 0,0209 0,0071 | 0,00005041 
7 0,1837 0,0042 | 0,00001764 0,0224 0,0056 | 0,00003136 
8 0,2228 0,0349 | 0,00121801 0,0193 0,0087 | 0,00007569 
9 0,1697 0,0182 | 0,00033124 0,0258 0,0022 | 0,00000484 
10 0,1966 0,0087 | 0,00007596 0,0226 0,0054 | 0,00002916 
11 0,2205 0,0326 | 0,00106276 0,0261 0,0019 | 0,00000361 
12 0,1756 0,0123 | 0,00015129 0,0555 0,0275 | 0,00075625 
13 0,1516 0,0363 | 0,00131769 | 0,0482 0,0202 | 0,00040804 
14 0,1507 0,0372 | 0,00138384 0,0354 0,0074 | 0,00005476 
15 O16 0,0218 ie 0,0286 Hiri 0,0006 | 0,00000036 
Summe 2,8199 0,3534 0,01120101 0, 4202 0.1142 | 0,00164478. 

Mittelwert | 0,1879(y) | GORE Ky 


1 
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Nach der Gleichung von Bessel r=0, sra5xy/ enw, wird 


der Fehler des angegebenen Mittelwertes wie folgt berechnet : 
r=/0,01120101/15(15 — 1) x 0,6745 
= +0,00492 
0,00492 /0,1879 x 100=2,6 % 
r’ =/0,00164478/15(15— 1) x 0,6745 
= +0,00271 
0,00271/0,0280 x 100=6,5 % 


TABELLE XV. 


Februar, 

Wonsnche Kreatinin J i 
Nr. EH rise (o'-y>s 
x Z-y 

1 0,0228 0,0019 0,00000361 

2 0,0218 0,0029 0,00000841 

3 0,0207 0,0040 0,00001600 

4 0,0303 0,0076 0,00005776 

5 0,0269 0,0022 0,00000484 

6 0,0189 0,0058 0,00003364 

7 0,0156 | 0,0091 0,00008281 

0,0140 0,0107 0,00011449 

9 | 0,0213 0,0034 0,00001156 

10 0,0280 0,0033 0.00001089 

11 0,0323 0,0076 0,00005776 

a2 0,0191 0,0046 0,00002116 

13 0,0371 | 0,0124 0,00015376 

14 0,0310 | 0,0063 0,00003969 

15 0,0284 | 0,0037 0,00001369 

Summe | 0,3682 0,0855 0,00063007 
Mitte Iwert (y’ ) 0,0245 sdilas | 


= ./0,00063007/15(15 —1) x 0,6745 
= +0,00117 
0,00117/0,0245 x 100 =-4,7 °% 
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TABELLE XVI. 
April. 
Kreatin 
Versuchs- | it~ / bad Sobeuenye 
Nr. 
x xy (a-y)? a 
ut 0,0784% | 0,0211 | 0,00044521 0,0126% 
2 0,0630 0,0365 | 0,00133225 0,0150 
3 0,1038 0,0043 | 0,00001849 0,0413 
4. 0,0928 0,0067 | 0,00004489 0,0245 
5) 0,0816 0,0179 | ,00032041 0,0170 
ati) 0,1169 0,0174 | 0,00030276 0,0492 
7 0,1220 0,0225 | 0,00050625 0,0303 
8 0,1407 | 0,0412 | 0,00169714 | 0.0171 
9 0,1092 0,0097 | 0,00009409 | 0,0509 
10 0,0990 | 0,0005 | 0,00006025 | 0,0444 
li 0,0857 0,0138 | 0,00019044 0,0353 
13 0,0970 0,0025 | 0,00000625 0,0195 
13 0,101S 0,0023 | 0,00000529 0,0218 
14 0,0948 0,0047 | 0,00002209 0,0336 
15 0,1062 0,0067 | 0,00004489 0,0181 
Summe 1,4929 0,2078 | 0,00509100 0,4306 
Mittelwert 0,0995 0,0287 


= -+0,003320 
0,003320 /0,0995 x 100 =3,3.% 
i” = 4/ 0,00236907/15(15 —1) x 0,6745 
— +0,00226 
0,00226 /0,0287 x 100 — 7,8 % 


Kreatinin 


ay (a’-y’)° 
0,0161 | 0,00025921 
0,0137 | 0,00018769 
0,0126 | 0,00015876 
0,0042 | 0,00001764 
0,0117 | 0,00013689 
0,0205 | 0,00042025 
0,0016 | 0,00000256 
0,0116 | 0,00013456 
0,0222 | 0,00049284 
0,0157 | 0,00024649 
0,0066 | 0,00004356 
0,0092 | 0,00008464 
0,0069 | 0,00004761 
0,0049 | 0,00002401 
0,0106 | 0,00011236 
0,1681 | 0,00236907 


r= /0,005091, /15(15 — 1) x 0,6745 
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TABELLE XVII. 


Mai, 
Kreatin Kreatinin 
Versuchs- 
Nr. Fre ta pa a ye tae 
© xy (x-y)* a ay’ (a'-y’)° 
1 0,1591% | 0,0103 | 0,00010609 0,0440% | 0,0054 | 0,00002916 
2 0,1958 0,0470 | 0,00022090 0,0631 0,0137 0,00018769 
3 0,1548 0,0C60 | 0,00003600 0,0595 0,0101 | 0,00010201 
+ 0,1217 0,0271 | 0,00073441 0,0433 0,0061 | 0,00003721 
5 | 0,1784 0,0296 | 0,00087616 0,0481 0,0013 | 0,00000169 
6 | 0,1373 0,0115 | 0,00013225 0,0701 0,0207 | 0,00042849 
7 0,1541 0,0053 0,00002809 0,0524 0,0030 | 0,00000900 
8 0,1322 0,0166 | 0,00027556 0,0606 0,0112 | 0,00012544 
9 0,1803 0,0315 | 0,00099225 0,0226 0,0268 | 0,00071824 
10 0,1575 0,0087 | 0,00007569 0,0573 0,0079 | 0,00006241 
11 0,1640 0,0152 | 0,00023104 0,0377 0,0117 | 0,00013689 
72 0,1027 0,0461 | 0,00212521 0,0500 0,0006 | 0,00000036 
13 0,1782 0,0294 | 0,00086436 0,0487 0,0007 | 0,00000049 
I4 0,1118 0,0370 | 0,00136900 0,0479 0,0015 | 0,00000225 
15 0,1041 | 0,0447 | 0,00199809 0,0368 0,0126 | 0,00015876 
Summe 2,2320 | 0,3660 0,01006510 0,7421 0,1333 | 0,00200009 
Mitelwert 0.1488 | 0,0494 


r= 4/0,01006510, 15(15 — 1) x 0,6745 
— +0,00467 
0,00467/0,1488 x 100 = 3,19 
r” = (0,00200009/15(15 — 1) x 0,6745 
== -+0,00207 
0,00207/0,0494 x 100=4,1% 
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TABELLE XVIII. 
September. 
Kreatinin 
Versuchs- - Se Mae ee OM ACER alti oe. Bok ke 
Nr. 
x’ gy’ (a’-y’)” 

1 0,0663% 0,0038 0,00001444 

2 0,0790 0,0089 0,00007921 

3 0,0645 0,0056 0,00003136 

& 0,0757 0,0046 0,00002116 

5 0,0550 0,0151 0,00022801 

6 0,0564 0,0137 0,00018769 

7 0,0781 * 0,0080 0,00006400 

8 0,0629 0,0072 0,00005184 

9 0,0700 0,0001 0,00000001 

10 0,0505 0,0196 0,00038416 

11 0,0703 0,0002 0,00000004 

12 0,0829 0,0128 0,00016384 

13 0,0699 0,0002 0,00000004 

14 0,0994 0,0293 0,00085489 

15 0,0712 0,0011 0,00000121 

Summe 1,0521 0,00208190 

Mittelwert 0,0701 


1” = ¥/ 0,00208190/15(15 — 1) x 0,6745 
= +0,00212 
0,00212/0,0701 x 100— 3,3 % 
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TABELLE XIX. 


Kreatininmenge 


Kreatinmenge 


Monat in mg in mg 
| prolgK-G. pro g K-G. 

Januar 2,271 0,303 
Februar 1,703 0,271 
Marz 1,606 0,378 
April 0,983 0,278 
Mai 1,475 0,473 
Juni 1,350 0,536 
Juli 1,296 0,496 
August 1,668 0,573 
September 1,375 | 0,692 
Oktober 1,509 0,452 
November 1,683 | 0,415 


Dezember | 1,568 0,309 


Vergleicht man die in Tabelle XIX eingetragenen Werte des 
Kreatins und des Kreatinins mit denen derselben in Tabelle XIII, 
so lasst sich nicht verkennen, dass die Fehlergrenzen der arithme- 
tischen Mittelwerte zulassig sind. 


Quantitative geschlechtliche Vergleiche der Kreatin- 
und Kreatininbildung. 


Das Laichen geht bei Fréschen im Friihjahr vor sich. Es fallt 
nun auf, dass das Kreatin und das Kreatinin beim Frosch im 
April, also wahrend der Laichzeit, stark abnehmen. Der inter- 
medidre Kreatinstoffwechsel scheint also in hervorragendem Masse 
mit der Genitalfunktion in Beziehung zu stehen. Um die quan- 
titative Vergleiche der Geschlechter anzustellen, habe ich in Jedem 
Monat 5 modglichst gleichgrosse Tiere beider Geschlechter aus- 
gewahlt und die Kreatin- sowie die Kreatininmenge ermittelt. 

Die Befunde sind in den folgenden Tabellen zusammengestellt. 
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TABELLE XX. 
Januar. 
*S 9 
pled aN Kreatin Kreatinin eta K reati n | Kreatinin 
(7) / 
g 4 
13,9 0,1654 0,0276 re 01657 |  0,0202 
17,5 0,2411 0,0295 19,4 0,2023 ' 0,0209 
18,5 0,2215 0,0172 19,5 0,1837 0,0224 
20,4 0.2228 0,0193 21,9 0,1966 0,0226 
21,9 0,1697 0,0258 26,4 0,1516 | 0,0482 
== | Fose:. = oo 
genkhind 0,2041 0,0236 0,1739 | 0,0268 
wert 
TABELLE X XT. 
Februar, 
3 g 
Ko6rper- - wee. |) Dorper oe pc ae 
gewicht Kreatin Kreatinin gewicht Kreatin Kreatinin 
%o Jo Jo | %o 
g gz | | 
17,5 0,1501 0,0323 16,2 0,1921 |  0,0207 
17,9 0,1796 0,0269 20,4 | 0,1485 0,0156 
18,1 0,1859 00189 | = 21,5 0.1507 +» ~~ 0,0140 
21,5 0,1827 0,0213 | 21,6 | 0,1320 0,0280 
23.1 0,1429 0,0191 23,0 0,1255 H 0,0323 
= : ene? ia SESS 
Mittel- ; | 
oart 0,1682 0,0237 0,1497 | 0,0221 
TABELLE XXII. 
Marz. 
——— ————— —— — er ——— 
ro) °) 
Ko +, | ree - iy 5 
abe Kreatin Kreatinin Kioaper- Kreatin Kreatinin 
gewicht OF, % gewicht of 
g 0) ‘0 i Vo [0 
20,0 0,1635 0,0307 18,0 0,1422 0,0359 
20,0 0,1724 0,0316 19,5 0,1585 0,0244 
21,5 0,1470 0,0408 20,8 0,1461 0,0497 
21,7 0,1811 0,0323 23.0 0.1484 0,0245 
22,0 0,1684 0,0435 23,6 0,1680 0,0375 
ita <= > — = “= — — if 
Mittel- pa 
cot | 0,1664 0,0357 0,1526 0,0344 


Kreatin und Kreatinin im Froschorganismus. 31 


TABELLE XXIII. 


April, 
3 g 
Korper- Bret: eae K6rper- ese ees . 
gewicht Kr es ki a gewseht agate Ki in 
g 5 g 
18.4 0,1038 0,0413 17,4 0,0784 0,0126 
19,6 0,0928 0,0245 18,0 0,0630 0,0150 
20,8 0,1169 0,0492 19,9 0,0816 0,0170 
21,2 0,1407 0,0171 21,0 0,1220 0,0303 
22,6 0,0990 0,0444 23,5 0,0970 0,0195 
Mittel- 0,1106 0.0353 0,0884 0,0188 
wert 
TABELLE XXIV. 
Mai. 
re) 2 
Korper- ws pagal Korper- : ye: 
gewicht bce sce seen gewichit Sepeie Ky ee 
g : g 
14,9 0,1548 0,0595 15,6 0,1217 0,0433 
ag 0,1784 0,0481 15,8 0,1373 0,0701 
a Ar 0,1541 0,0524 18,0 0,1322 0,0606 
19,5 0,1640 0,0377 18,5 0,1575 0,0573 
235 0,1782 0,0487 21,0 0,1027> 0,0500 
Mittel- 0,1658 0,0492 0,1302 0,0562 
wert 
TABELLE XXV. 
Juni, 
fe) 9 
Korper- 3 incase Korper- eas eee 
gewicht bas Kx Ss begraes gewicht ts ky a 
g “ ‘ g 
15,0 0,1241 0,0442 16,2 0,1920 0,0418 
16,6 0,1801 0,0667 17,6 0,1321 0,0335 
ies 0,1250 0,0628 17,6 0,1354 0,0683 
18,1 0,1340 0,0684 17,8 0,1108 0,0585 
18,4 0,1281 0,0617 19,5 0,1462 0,0615 
Mittel- 0.1382 0,0617 0,1433 0,0527 
wert | 4 
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TABELLE XXVI. 


Juli. 
3 g 
Korper- Kreatin Kreatinin Rorper: 
gewicht o gewicht 
(4) 
g g 
19,7 0,0430 18,7 
20,0 0,0551 20,6 
20,3 0,0374 21,4 
20,6 0,0613 22,1 
20,7 0,0700 22,2 
Mittel- 0,0533 0,1291 0,0495 
wert 
TABELLE XXVIT. 
August. 
ro) g 
atl ht Kreatin Kreatinin baal at Kreatin Kreatinin 
g % %o . Jo Yo 
18,5 0,1696 0,0434 18,4 0,1806 0,0461 
19,0 0,1725 0,0557 19,0 0,1526 0,0662 
19,0 0,1637 0,0974 20,2 0,2257 0,0494 
20,9 0,1576 0,0499 21,2 0,1135. 0,0637 
21,8 0,1630 0,0620 21,8 0,1781 0,0505 
Mittel- ‘ 
wort 0,1652 0,0616 0,1701 0,0551 
LJ 
TABELLE XXVIII. 
September. 
é 9 
pauls ae K ee Kreatinin bso 3 Kreatin Kreatinin 
g oO o g (7) {0 
22:7 0,1674 0,0550 21,5 0,1183 0,0757 
23,8 0,1258 0,0564 24,7 0,1730 0,0629 
24,7 0,1519 0,0781 24,8 0,1025 0,0700 
25,1 0,1611 0,082) 25,1 0,1424 0,0505 
25,5 0,1094 0,0699 25,1 0,1325 0,0703 
Mittel- 0,1431 | 0,0684 0,1337 0,0658 
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TABELLE XXIX, 


Oktober. 
$ g 
Korper- — Korper- 5 ee 
: Kreatin Kreatinin “is Kreatin Kreatinin 
steel %o % ae ht % % 
19,0 0,1817 0,0502 18,8 0,1594 0,0377 
19,4 0,1720 0,0324 19,1 0,1293 0,0376 
20,7 0,1410 0,0557 21,6 0,0968 0,0420 
21,8 0,1569 0,0483 225 0,1592 0,0464 
22,0 0,1532 0,0472 22,7 0,1641 0,0394 
Mittel- | 
a 0,1609 0,0467 0,1417 0,0406 
TABELLE XXX, 
November. 
re) 9 
Korper- Kreatin Kreatinin Korper- Kreatin Kreatinin 
gewicht gewicht 
“ % %o A %o Jo 
15,3 0,2573 0,0459 13:2 0,1807 0,0276 
20,2 0,2095 0,0475 14,0 0,1792 0,0286 
21,6 0,1949 0,0375 21,1 0,1425 0,0491 
22,5 0,1820 0,0566 25,2 0,1239 0,0461 
26,4 0,1741 0,0494 28,2 0,1417 0,0310 
Mattel: 0,2035 0,0473 0,1536 0,0364 
wert 
TABELLE XXXI. 
Dezember. 
6 9 
Korper- : ee dF KOorper- aH Peauatl 
gewicht a Kr ein gewicht Soe Kr ge 
g ! g : 
13,9 0,1546 0,0291 13,6 0,1573 0,0197 
16,5 | 0,1720 0,0360 15,9 0,1305 0,0262 
20,2 0,1560 0,0392 20,9 0,1597 0,0406 
21,6 0,1746 0,0366 23,4 0,1240 0,0275 
21,9 0,1903 0,0259 25,5 0.1398 0,0271 
i = a en 
pon at |—____—- = 
Mittel: | 9 1695 0,0333 | 0.1422 | 00,0282 
wert | 


— 0 2 EE ee 
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Es folgt nun eine Tabelle, welche die in den verschiedenen 
Versuchen erhaltenen Mittelwerte an Kreatin und Kreatinin 
enthalt. 


TABELLE XXXII. 


Kreatin (%) Kreatinin (%) 
Monat Li "=o : ea 
C) e 3 9 
Januar 0,2041 0,1799 0,0236 0,0268 
Februar 0,1682 0,1497 0,0237 0,0221 
Mirz 0,1664 0,1526 0,0357 0,0344 
April 0,1106 0,0884 0,0353 0,0188 
Mai 0,1658 0,1302 0,0492 0,0562 
Juni 0,1382 0,1433 0,0607 0,0527 
Juli 0,1357 0,1291 0,0533 0,0495 
August 0,1652 0,1701° 0,0616 0,0551 
September 0,1431 0,1337 0,0684 0,0658 
Oktober 0,1609 0,1417 0,0467 0,0406 
November 0,2035 0,1536 0,0473 0,0364 


Dezember 0,1695 0,1422 0,0333 0,0282 


Aus diesen Zahlen ergibt sich somit die Schlussfolgerung, dass 
die Mannchen den Weibchen gegeniiber eine etwas gesteigerte 
Kreatinbildung zeigen. Es besteht aber eine hdchst bemerkens- 
werte Ubereinstimmung bei beiden Geschlechtern darin, dass die 
Kreatinmenge im April zwischen 50-80% der Menge anderer 
Monate betrégt. Der Kreatininwert ist sowohl bei mannlichen als 
auch bei welblichen Fréschen im Winterschlaf kleiner als im 
Sommer. Bei Weibchen ist er im April am kleinsten. 
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BEITRAGE ZUR CHEMIE DES TUBERKULOSEN 
SPUTUMS. 


Von 


SADAJIRO NAKAYAMA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultét 
zu Nagasaki. Ausgefiihrt unter Leitung von Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1934) 


Der Auswurf ist ein Entztindungsprodukt der Schleimhiute 
des Atemtractus. Im zweiten und dritten Stadium der Tuber- 
kulose wird schleimig-eitriger Auswurf reichlich abgesondert, der 
nach den Untersuchungen von verschiedenen Forschern ganz ver- 
schieden zusammengesetzt und’ sowohl qualitativ als quantititiv sehr 
grossen Schwankungen unterworfen ist, weil die Menge und die 
Art der Auswurfabsonderung von vielen veranderlichen Faktoren 
abhanet. Bamberger (1861) hat den Salzgehalt des phthisischen 
Sputums ermittelt. Schaffner(1846-1847) wies darin Margarin, 
Margarinsdurekristalle, Cholesterin und Lecithin nach. Von 
Miller (1901), Kossel (1887) und Stadelmann (1889) wurde 
Pepton im Sputum Tuberkuloser gefunden. Pouchet (1883) 
konnte in den tuberkulésen Lungen und ihrem Auswurf direkt 
Glykogen nachweisen. Es zeigt sich dabei unzweifelhaft, dass eine 
Menge an lebenswichtigen Stoffen im Sputum abgesondert wird, die 
fiir den geschwachten Organismus von Bedeutung ist, und die bei 
der Feststellung des Stoffumsatzes nicht ausseracht gelassen werden 
kann. 

Es kénnen sich aber dem Sputum andere Substanzen bei- 
mengen. Der fliissige Teil desselben besteht grdésstenteils aus 
Speichel. welcher sich dem Auswurf beigemengt hat. Es war zur 
Gewinnung der von Speichel und Speiseresten befreiten Sputa am 
besten, sie direkt nach dem Gurgeln zu sammeln. Bei meinen 
Untersuchungen wurde das Material auf diese Weise ausschliesslich 
von tuberkulésen Patienten im hiesigen stadtlichen Sanatorium 
geliefert, die alle charakteristische Befunde des zweiten und dritten 
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Stadiums der Erkrankung hatten. Die Menge des fiir die Unter- 
suchung gebrauchten Sputums betrug in feuchtem Zustande 2500 g. 


EXXPERIMENTELLES. 


Der feuchte Auswurf wurde zunachst mit auf 70° erwarmtem 
95%igem Alkohol aufgenommen. Der Alkoholauszug wurde einge- 
dampft und wiederholt mit Alkohol extrahiert. Der Alkoholextrakt 
wurde nach der Destillation mit Ather und Aceton behandelt. Die 
ather-alkoholischen Fraktionen kénnen als Fettsubstanz behandelt, 
die ungeldsten Teile als Proteinstoffe und Aschen analysiert werden. 
Die Mengenverhaltnisse von Wasser, Fettstoffen und fettfreien 
Substanzen sind kurz zusammengestellt wie folgt : 

2500 g frisches Sputum 


Wasser ens 5. Sa 2414.9 g (=96,59% ) 
Trockensubst/ 00. 33. 27908% F 85,lg (=—3,41%) 
Pettstofecs 298. 0, Rare 17,06g (—0,68%) 
Fettfreie Subst. ......... 68,04 g¢ (—2,72%) 


Die Fraktionierung geschah in den folgenden Weise. Dabei 
wurden die in Tab. I erhaltenen Fraktionen erhalten. 


frischer Auswurf 


| 
(heiss. eee 


i 
Alkoholauszug ungeloste Subst. 


(absol. eee 


ree \ 
Alkoholextrakt ungeloste Subst. ; 
| } 
(Ather) i im 
TSHR STOtN See 
el \ 
Atherextrakt ungeléste Subst. _ - | 
| Atherextrakt ungeldste Subst. 
(Aceton) (Aceton) 
se — 7 Aceton Aceton wnlisl. 
| | | léslich , 


Acetonextrakt unldsl. Subst. Aceton Aceton (FE) 
(A) léslich —unléslich 
(C) (D) 
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TABELLE I, 
Fraktion Loslichkeit Menge(g) 
Alkohol | 
A Ather 1 1,06 
Aceton 1 
Alkohol i 
B Ather 1 4,60 


Aceton nl 


Alkohol 1 


C Ather nl 10,40 
Aceton 1 
Alkohol 1 

D Ather nl 0,50 
Atweton nl | 

— 2 p iA ei srs 4 

Alkohol w.l 

E Ather 1 0,50 


Aceton 1 


Alkohol nl 
F ' Kther nl 68,04 


Aceton nl | 


Da es mir hauptsdchlich auf eine Untersuchung der krystal- 
linen Substanzen des Sputums ankam, so begniigte ich mich mit 
diesen quantitativen Ergebnissen. 

1. Darstellung des Cholesterins. A-Fraktion muss freie Fett- 
séuren, Fette und Cholesterin enthalten. Um gewisse Anhalts- 
punkte iiber die Zusammensetzung dieser Fraktion zu erhalten, 
wurden die sogenannten Kennzahlen ermittelt. Sie ergaben fol- 
vende Werte: Séurezahl 22,1; Verseifungszahl 220,5; Jodzahl 
75,66. 

Man kann danach vermuten, dass in dieser Fraktion hohere 
Fettsiuren von grossem Molekulargewicht frei und verestert vor- 
handen sind. 

Um die freien Fettsauren zu beseitigen, wurden 1,06g <A- 


38 S. Nakayama: 


Fraktion mit verdiinnter Sodalésung zerrieben, auf dem Wasser- 
bade eingedampft, mit Wasser aufgenommen und dann mit Ather 
ausgeschiittelt. Der Atherriickstand wurde zur Beseitigung des 
Fettes mit alkoholischer Kalilauge gekocht. Es wurde eingedampft, 
der Riickstand mit Ather extrahiert und die nach dem Verdunsten 
des Athers zuriickbleibende Masse im Eisschrank stehen gelassen. 
Es sehieden sich 0,5012 g Cholesterin krystallinisch aus. 


0,0521 g Subst. : 0,1603 g COz, 0.0548 ¢ HO. 
Co7H 4,0 Ber. C 83,85 H 12.00 
Gets -'F° 8S89M4, “TTT 


2. Bearbeitung der B- und C-Fraktion auf Phosphatide. Um 
die Phosphatide aus der B- und C-Fraktion als krystalline Form zu 
isolieren, wurden beide Fraktionen mit absolutem Alkohol bei 
Zimmertemperatur erschépfend extrahiert. Die Alkoholausziige 
wurden vereinigt und eingeengt, der Sirup mit Ather aufgenom- 
men, der atherische Extrakt mit Aceton gefallt und dieser Prozess 
wiederholt. Schliesslich hat man den alkoholisechen Auszug mit 
alkoholischer Platinchloridlésung gefallt, den hygroskopischen 
Niederschlag in Wasser gelost und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. 
Die vom Platinsulfid abfiltrierte Fliissigkeit wurde in vacuo einge- 
dampft und mit Alkohol extrahiert. Der Alkoholextrakt wurde 
nun mit alkoholisecher Cadmiumehloridlésung gefallt und dureh 
Umkrystallisieren gereinigt. Ihrer zu kleinen Menge wegen wurde 
die Cadmiumverbindung nicht analysiert. 

3. Darstellung einer krystallinen Substanz aus der E-Frak- 
tion. Die nach Jangem Stehenlassen im Hisschrank krystallinisch 
erstarrte E-Fraktion wurde mit warmem 85% igem Alkohol auf- 
genommen. Bei Zimmertemperatur schied sich aus dieser Alkohol- 
ldsung ein mikroskopisch rosettenférmig angeordneter Nadel- 
krystall aus, welcher gegen 136° schmolz. Wegen Mangels an 
Untersuchungsmaterial wurde die Substanz nicht analysiert. 

4. Anorganische Stoffe. 15 ¢ der trocknen Substanz von der 
F-Fraktion, die in Ather, Alkohol und Aceton unléslich ist, wurde 
verascht. Auf bekannte Weise wurden dabei die gegenseitigen 
Mengenverhaltnisse der wasserlislichen und wasserunlislichen 
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Aschenbestandteile festgestellt. Erdalkalien, Phosphorsiure und 
Schwefelséure wurden gravimetrisch bestimmt. Zur Bestimmung 
des Chlors bediente ich mich der Methode von Volhard. 2500g 
Auswurf (in feuchtem Zustand) enthielten 68,4 g=2,72% F-Frak- 
tion; in ihr verteilen sich die angegebenen anorganischen Bestand- 
teile wie folgt: 


TABELLE II. 
Arten der Prozentgehalt der Asche in 
anorganischen —_ 
Stoffe F-Fraktion feuchtem Sputum 

Gesamtasche 6,636 0,180 
davon wasserldslich 4,436 — 0,121 
davon wasserunlosl. 2,171 0,059 
CaO 0,439 . 0,012 
MgO 0,320 0,009 
P20s 1,945 . 0,053 
H2SO, 0,394 0,011 
Cl 1,374 0,037 


Aus diesen Zusammenstellungen ist zunadchst ersichtlich, dass 
das phthisische Sputum ganz verschieden zusammengesetzt ist von 
dem anderer Krankheiten. Besonders erhéht ist der Phosphor- 
gehalt. Diese Befunde stimmen mit der Angabe von Bamberger 
und Plesch (1906) gut tiberein. 

5. Proteinstoffe. Der Hauptteil der F-Fraktion wurde mit 
Schwefelséure hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde auf Hexon- 
basen, Tyrosin und andere Monoaminosdéuren verarbeitet. Bei der 
Untersuchung der Hexonbasen habe ich das Verfahren von Kossel 
und Kutscher (1900) angewandt und das Arginin und Lysin als 
Pikrat, das Histidin als Pikrolonat isoliert. Aus dem Filtrat der 
Phosphorwolframsiurefallung schied sich das Tyrosin bei der 
Neutralisation und Einengung krystallinisch aus. Wegen Mangels 
an Untersuchungsmaterial wurden die anderen Monoaminosauren 
nicht isoliert. 

Die Gesamtmenge der aus 29g F-Fraktion isolierten Amino- 
sAuren ist in folgender Tabelle zusammengestellt. 
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TABELLE ITI. 


Autionneen Menge Prozentgehalt 
g in F-Fraktion 
Histidin 0,074 , 0,255 
Arginin 0,396 1,365 
Lysin 0,662 2,282 
Tyrosin 0,250 0,862 


Es ergab sich als wesentlicher Befund, dass Lysin im Vergleich 
zu anderen Aminosduren ziemlich reichlich vorhanden ist. 
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UBER DAS VORKOMMEN DER ARGINASE IM 
RIESENSALAMANDER. 


Von 


TEKI KUMON, 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultat 
zu Nagasaki. Ausgefiihrt unter Leitung von Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1934) 


A. Kossel und H. D. Dakin (1904) haben festgestellt, dsss 
die tierischen Organe Arginase enthalten, welche das Arginin 
hydrolytisch in Harnstoff und Ornithin zerlegt. 

Nach dieser Entdeckung hat man der Frage nach der Ver- 
breitung dieses Ferments in verschiedenen Tierorganismen und 
Pflanzen erhohte Aufmerksamkeit zugewendet. Dass ein fermenta- 
tiver Argininabbau in Vegetabilien stattfindet, wurde von K. 
Shiga (1904) bei Hefe nachgewiesen. In der Vogelniere wurde 
dieses Ferment zum erstenmal von A. Crementi (1913) gefunden. 
Spater hat nun S. Edlbacher (1917-1932) die Verbreitung 
desselben im tierischen und pflanzlichen Organismus verfolgt und 
seine Wirkung genau studiert. Y. Sendju (1925) hat auch im 
hiesigen Institut festgestellt, dass sich die Arginase in der Niere 
beim Vogel, in der Leber und zum Teil auch in der Niere bei den 
Amphibien, in der Leber beim Fisch, und in der Niere, Leber, 
Milz und Pankreas bei den Reptilien findet. Er hat beim Versuche 
mit Amphibien nur die Krote verwendet. 

Als Erganzung dieser Experimente habe ich den Riesensala- 
mander als Versuchsmaterial benutzt. Dieses Tier kommt, wie 
bekannt, nur in der siidwestlichen Halfte der Hauptinsel Japans, 
Hondo, vor. 

Die Versuchsanordnung und Ausfiihrung der Analyse geschah 
folgendermassen : 

Eine Lésung von Argininearbonat, deren Stickstoffgehalt nach 
Kjeldahl festgestellt war, wurde mit Salzsiure genau neutrali- 
siert. 5ccem dieser Lésung (2,74% <Arginin) wurden mit 10 ccm 
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Phosphatpufferlésung gemischt. Diese Lésung, deren Pu 6,6 betrug, 
wurde mit 10cem Organsuspension gemischt, die man aus Leber, | 
Niere, Milz, Pankreas, Herz und Muskel von frisch getoteten 
Tieren durch Zerreiben mit Quarzsand unter Zusatz von wenig 
Wasser hergestellt hatte. Das Gemisch wurde unter Toluolzusatz 
im Brutofen digeriert. Nach 40 Stunden wurde das Eiweiss mit 
10-15 cem Sehenkscher Loésung beseitigt und das Filtrat mit 
Hisessig angesduert, bis der Prozentgehalt 70% betrug, und dann 
mit so viel 6% Xanthydrollésung versetzt, bis der Harnstoff voll- 
staindig als Dixanthylharnstoff ausfiel. Nach 3 Stunden wurde der 
Niederschlag mit Goochtiegel abfiltriert, mit Methylalkohol aus- 
gewaschen, bei 100° getrocknet und gewogen. 

Bei dem Versuche mit Blut geschah die Aufarbeitung in der 
gleichen Weise, wie oben geschildert. 

Selbstverstandlich wurde jedesmal gleichzeitig und unter 
Innehaltung identischer Bedingungen Kontrollbestimmungen vor- 
genommen. 

Die’ Versuchsresultate sind in der nachstehenden Tabelle ver- 
zeichnet. 


TABELLE I. 
Zugesetzte Harnstont 

Nr, Organ Argininmenge berechnet gefunden 

g g g To 
i Leber 0,137 0,0472 0,04291 90,91 
2 _ ” 4 0,04026 85,31 
3 Niere 5 3 0,00381 8,07 
4 sane .” Si 0,00304 6,44 
5 Milz "1 - 0,00054 1,14 
6 ry % iss 0,00034 0,72 
7 Pankreas - és 0 0 
8 2? ” > 0 0 
9 Herz 5 a 0 0 
10 > ” ” 0 0 
11 Muskel 5s ”» 0 0 
12 5 % on 0 0 
13 Blut i a5 0,00376 7,97 
14 “ *» pa 0,00476 10,01 


Aus diesen Versuchen ergibt sich, dass unter den von mir 
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gewahlten Bedingungen der Leber des Riesensalamanders eine 
kraftige argininspaltende Wirkung zukommt. Die Arginase findet 
sich zum Teil auch in der Niere und im Blut dieses Tieres. 
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BEITRAGE ZUR EMBRYOCHEMIE DER AMPHIBIEN. 


VII. Uber Fermente im Riesensalamanderei. 
Von 


ICHIMATSU TAKAHASHI. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultit 
in Nagasaki, Ausgeftihrt unter Leitung von Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 15, Dezember 1934) 


Wir sind berechtigt anzunehmen, dass alle tiefgehenden 
chemischen Umsetzungen, welche sich in bebriiteten entwicklungs- 
fahigen Hiern abspielen, sich durch die Wirkungen der darin vor- 
handenen Fermente erklaren lassen. Vom embryologischen Gesichts- 
punkt war es nun interessant festzustellen, in welechen Entwick- 
lungsstadien die verschiedenen Fermente zum Vorschein kommen 
und in welchem Teil des Kies sie ihren Sitz haben. 

Nach den Untersuchungen von Abderhalden und Stein- 
beck (1910) lassen sich im Hiihnerembryo schon am 7. oder 8. 
Bebriitungstage peptolytische Fermente nachweisen. Bei Schweine- 
embryonen waren yon 40, Tage an soleche Fermente feststellbar. 
Betreffs der Lokalisation der Fermente im Hiihnerei wurde die 
Anwesenheit eines diastatischen Ferments in Dotter von Miiller 
und Masuyama (1900) und eines proteolytischen, eines lipoly- 
tischen und eines chromolytischen Ferments im Dotter von 
Wohlgemuth (1905) festgestellt. H. Roger (1908) wies eine 
Amylase im Eiweiss und Eigelb nach. Komoris (1924) Unter- 
suchungen im hiesigen Institut ergaben ferner die Anwesenheit 
eines diastatischen Ferments im Eiweiss, Dotter und Embryo, eines 
lypolytischen und Nukleinséure spaltenden im Dotter und Embryo 
und eines tryptischen Ferments im Dotter. Er hat ferner kon- 
statiert, dass Arginase zum erstenmal am 14. Tage im Embryo 
auftritt. Vom Standpunkt der vergleichenden Embryochemie hat 
Sagara (1929) das Studium der Fermente im Meerschildkrotenei 
unternommen und kam zu dem Schluss, dass sich die Quantitaten 
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der Fermente in den verschiedenen Entwicklungstadien und ihre 
Lokalisation, wenigstens inbezug auf Diastase, Lipase, Nuklease und 
Trypsin, bei Vogel- und Reptilieneiern ganz gleich verhalten. 

Die meisten Hier der vergleichend-anatomisch den Reptilien 
nahe verwandten Amphibien sind sehr klein und entziehen sich der 
genauen Untersuchung. Sie blieben deswegen bei dem Studium 
der Embryochemie, besonders der Bebriitung, bisher nur wenig 
beriicksichtigt. Eine einzige exakte Untersuchung von Herlitzkas 
(1907) ergab die Anwesenheit einer Indophenoloxydase, Katalase, 
Amylase und Invertase im Frosehei. Unter den Amphibieneiern 
sind die Eier des Riesensalamanders am grossten und gehoren zu 
den Ausgangsmaterialien, die dem Biochemiker zu Gebote stehen. 
Bei einer Gelegenheit konnte ich ein ausreichendes Quantum 
bekommen und habe dieses bei meinen fermentativen Untersuch- 
ungen verwendet. Von den verschiedenen Fermenten wurden hier 
Amylase, Esterase, Trypsin, Nuklease, Arginase, Urease und Phos- 
phatase untersucht. , 

Die Embryos von mittelgradiger Entwicklung (2-3 Wochen) 
wurden von der Gallerte und der Perivitellinfliissigkeit abgetrennt, 
nach dem Zerreiben mit der 10 fachen Menge Wasser versetzt und 
die homogene Fliissigkeit wurde in 2 gleiche Portionen geteilt, 
wovon die eine mit der Substratlésung durechgemischt und unter 
Zusatz von Toluol bei 37°-38° digeriert wurde. Die andere Por- 
tion wurde jedesmal unter Innehaltung identischer Bedingungen 
fur die Kontrollversuche der bei der Autolyse von Organmaterial 
allein auftretenden Umsetzung verwendet. Selbstverstindlich 
wurde noch eine Kontrollbestimmung zur Konstatierung der 
Tatsache vorgenommen, dass eine gleich grosse digerierte wasserige 
Lésung von Substraten giinzlich ungespalten blieb. Die Reaktion 
der Loésung wurde mit Salzsiure und Natronlauge unter 
Anwendung von Pufferlésung reguliert. 

Bei der Untersuchung von Amylase wurde 1%ige Dextrin- 
ldsung als Substrat verwendet. Der gespaltene Zucker wurde nach 
Bertrand ermittelt. Esterasewirkung in dem Versuchsmaterial 
habe ich nach dem Rona-Michaelisschen Verfahren mit Mono- 
butyrin untersucht. Beim Versuche von Trypsinwirkung wurden 
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0,5 g Gansemuskel als Substrat benutzt. Bei der Ureaseuntersuch- 
ung benutzte ich 10% ige Urealésung als Substrat und Phosphat- 
gemisch als Pufferlésung. Glycerophosphatasewirkung im Ver- 
suchsmaterial habe ich mit glycerinphosphorsaurem Natrium unter- 
sucht. Beim Versuche betreffend Nukleasewirkung wurde nuklein- 
saures Natrium als Substrat benutzt. Die abgespaltene Phosphor- 
sdure wurde nach Neumann ermittelt. Bei der Untersuchung der 
Arginasewirkung diente als Substrat das kohlensaure Arginin. 

Die Befunde meiner Untersuchungen sind in der folgenden 
Tabelle kurz schematisch verzeichnet. 


TABELLE I. 

, Digestionsdauer Embryo mit Dotter 
salons ie cltmcat amen Stunden (II.-III. Woche) 
Amylase 24 +++ 
Esterase 24 _— 

+ Trypsin 168 - 
Nuklease 48 Fie 
Arginase — 24 — 
Glycero-phosphatase 48 ++ 
Urease 38 = 
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EIN BEITRAG ZUR FRAGE NACH DER NATUR DER 
OBERFLACHENAKTIVEN STOFFE DES 
NORMALEN MENSCHENHARNS. 


Von 


K. YUSAWA. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Kaiserlichen Universitit 
zu Tokyo. Vorstand: Prof. 8. Kakiuchi.) 


(Eingegangen am 18, Dezember 1934) 


In den letzten Jahren wird die Oberflichenspannung sehr oft 
zur Erklérung der biologischen Vorginge herangezogen. 

Als Gemisch der Stoffwechselendprodukte des Menschen wurde 
der normale und pathologische Harn in dieser Hinsicht schon von 
Frenkel und Cluzet (1901), Traube und Blumenthal (1901/ 
1905) Porcher und Nicolas (1902) Billiard, Dieulafé und 
Perrin (1902/1905) W. D. Donnan und F, G. Donnan (1905) 
Lippens (1907) und anderen erforscht. 

In neuerer Zeit hat Schemensky (1920/1922) weiter in 
dieser Richtung gearbeitet; er konnte jedoch nichts iiber die 
chemische Natur der oberflichenaktiven K6érper im Harne auf- 
klaren. Bechold und Reiner (1920) haben die Stoffe, die die 
Oberflachenspannung des normalen und pathologischen Harns 
herabsetzen, ‘‘Stalagmone’’ genannt. Sie fanden, dass Stalagmone 
kochbestandig und nicht fliichtig sind und dass sie amphoteren oder 
schwach sauren Charakter haben, und meinen, dass sie hauptsdchlich 
aus Eiweissschlacken, wie Albumosen, Peptonen und Oxyprotein- 
sauren, bestehen. 

Im Jahre 1923 hat M. Takeda die oberflachenaktiven Sub- 
stanzen im pathologischen Harne untersucht. Auf Grund der 
Daten hat er sich dahin gedussert, dass die oberflachenaktiven Sub- 
stanzen im pathologischen Harne hauptsachlich aus den patholo- 
gischen Harnfarbstoffen wie Urobilin, Uroerythrin, Urorosein, 
Hamatoporphyrin und Bilirubin bestehen, wahrend bei Diabetikern 
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iiberdies die durch absoluten Alcohol fallbaren Substanzen einen 
ziemlich grossen Hinfluss auf die Erniedrigung der Oberflachen- 
spannung austiben. Um die chemische Natur der oberflachenaktiven 
Substanzen im normalen Harne weiter zu erklaren, habe ich unter 
der freundlichen Anleitung vom Herrn Prof. 8. Kakiuchi 
folgende Arbeit durchgefihrt. 


I. UNTERSUCHGNGSMATERIAL UND METHODE. 


Als Untersuchungsmaterial wurde der Harn von unseren 
gesunden Laboratoriumkameraden verwendet. Alle diese Harne 
waren zuckerfrei gegen die Nylander’sche Reaktion und eiweiss- 
frei gegen die Sulfosalicylsiure-Eiweissfallungsmethode. Die Ober- 
flachenspannung des Harns wurde nach der Du Nouy’schen 
Methode gemessen. Die Messung wurde immer unter derselben 
bestimmten Bedingung ausgeftihrt ; und zwar wurde stets derselbe 
Platinring von 13mm Durchmesser und dasselbe Volumen von 
5eem benutzt. Der Harn wurde immer in einem bestimmten 
gereinigten Uhrglas von 4.6 em Durchmesser bewahrt. Der Ring 
des Tensiometers wurde in der Flamme gereinigt und das Uhrglass 
wurde mit Chrom-Schwefelséure gereinigt, dann mit destillierten 
Wasser gewaschen und getrocknet. Die Bestimmung der Ober- 
flachenspannung wurde 15 Minuten nach dem Eintauchen des 
Platinrings durchgefiihrt. Die Oberflachenspannung des reinen 
Wassers betragt nach den bisherigen verschiedenen Messungens- 
methoden zwischen 73-76 Dyn/em bei 18°C. Du Nouy erhielt 
mit seiner Messungsmethode den Wert von 73.7 Dyn/em bei 18°C. 
Bei meiner Messung nach derselben Methode wurde ein fast gleicher 
Wert erhalten. 

Die Oberflachenspannung wurde als die relative Oberfliichen- 
spannung dargestellt, die in Prozenten der Verhaltnisse der Ober- 
flichenspannung der zu messenden Fliissigkeit zu derselben des 
Wassers bei gleicher Zimmertemperatur ausgedriickt wurde. Die 
Messung wurde bei Zimmertemperatur von 20°C bis 28°C aus- 
gefihrt ; meistens jedoch von 20 bis 23°C, 

Der Pu Wert der Lisung wurde nach der kolorimetrischen 
Methode unter der Kontrolle der Gaskettenmethode ermittelt. 
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II. Die OBERFLACHENSPANNUNG DES NORMALEN HARNS. 


Die Oberflachenspannung des normalen Harns wurde an ver- 
schiedenen Personen bei bestehender Harnconcentration und seinem 
bestehenden Pu-Wert gemessen. Die Resultate sind in Tabelle I 
angegeben. 


TABELLE I. 
Name Oberflachenspannung Pu-Wert Spez. Gewicht 
iy. Wo 78.0 5.5 1.026 
mr. 82.0 5.8 1.023 
90.0 5.6 1.017 
84.9 5.6 1.017 
ie 'T 82.5 5.4 1.025 
89.0 6.0 1.020 
Hx 79.0 5.4 1.024 
Mr. H 80.0 5.8 1.028 
Mr. S$ 85.0 6.3 1.012 
Durchsehnitt 83.2 5.7 1.022 - 


Wie Tabelle I zeigt, schwankt die relative Oberflachenspannung 
des Harns im allgemeinen zwischen 80 bis 90. Diese Resultate 
stimmten meistens mit denselben der obenerwahnten Autoren 
liberein. 


1. Der Einfluss der Jahreszeiten auf die Harnober- 
flachenspannung. 

Nach der Angabe von Zandren (1921) und F.-V. v. Hahn 
(1929) wird durch k6rperliche Arbeit und verschiedene Diat die 
Oberflachenspannung des Harns beeinflusst. Der Verfasser fiihrte 
an sich selbst bei gewohnlicher japanischer Diét und bei gewohn- 
lichem Laboratoriumsleben die Untersuchung der Oberflaichenspan- 
nung in verschiedenen Jahreszeiten durch. 

Die entsprechende Tabelle ist folgende. 

Wie die Tabelle zeigt, schwankte die Oberflachenspannung 
meines eigenen Harns im ganzen zwischen 80-90, mit Ausnahme 
in der Sommerzeit, waéhrend der vielleicht wegen der hdheren 
Zimmertemperatur und der hoheren Konzentration die Oberflachen- 
spannung relativ hoher ausfallt. 
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Datum Neda Pu-Wert Spez. Gewicht sere eas 

Im Herbst (Zimmertemperatur 21°—23°C) 
3 Oct. 1932 79.7 5.8 1.025 | 1020 
ae x 83.0 5.8 1.020 | 980 
a n 81.9 6.0 1.018 1200 
e123 *, 84.0 6.3 1.022 1150 
© sss = 80.6 5.6 1.021 | 1350 
Sen x 78.0 6.2 1.024 1050 

Im Winter (Zimmertemperatur 18°-20°C) 
23 Jan.’ 1933 | 85.0 | 5.9 1.024 | 1250 
24 ae oh 90.0 6.0 1.028 1400 
25 «4 : 82.0 5.8 E 1.020 1090 
a dam 87.0 56 1.018 1100 
ar eee 92.0 6.0 Hows” cago 
28 ,, ¥ 85.0 5.5 1.023 | 1330 

Im Friihling (Zimmertemperatur 21°-23°C) 
8 Mai 1933 83.0 6.0 | 1.019 1080 
ours = 85.0 5.5 | 1.016 950 
10° $5 90.0 | 5.7 | 1.021 1100 
Bh lnspteae-r55 80.5 | Gen nivehe amas 1030 
Aske y 86.0 5.8 1.018 1100 
BS os, a 82.5 5.8 | 1.020 1970 

Im Sommer (Zimmertemperatur 27°-32°C) 
24 Juli 1933 75.5 5.7 1.020 720 
25 ,, pean) 73.5 5.5 1.025} 925 
6 i 80.0 6.0 | 1.021 | 850 
27 ” 4 83.0 | 5.9 1.023 730 
28 ,, se 76.7 5.8 | 1.021 780 
ee : Wo. | BE ed 


1.024 


910 


Ich habe daher meine Untersuchung wahrend der Sommerzeit 
unterbrochen. Es ist selbstverstindig, dass ich wahrend des Ex- 
perimentes die Aufnahme reizender Genussmittel méglichst ver- 


mied. 


Oberflachenaktive Stoffe des normalen Menschenharns. 53> 


2. Der Einfluss der Aciditit auf die Oberflichenspannung 
des Harns, 

Die Abhangigkeit der Oberfiachenspannung von Wasserstoft-. 
ionenkonzentration des Harns wird von Schemensky und Take- 
da betont, indem sie beide bei PH-Wert 3-4 eine Erniedrigung 
derselben feststellten. Diese Tatsachen wurde von mir imfolgenden 
nachgepriift. 

Dureh Zusatz von verschiedenen Mengen der N-HCl und 
N-NaOH bekommt man den Harn von verschiedenen Aciditiats- 
graden. An solchen Harnen wurden die Oberflichenspannung und 
Pu-Werte zugleich gemessen. Das Resultat ist in folgenden 
Tabellen III uwnd LV wiedergegeben. Tabelle III zeigt die Ober- 
flachenspannungsverdnderung meines eigenen Harns bei zuneh- 
mendem Sidure- und Alkalizusatz. Tabelle IV zeigt den HKinfluss 
der Aciditat an Pu 3-4 und 8-9 auf die Oberflachenspannung des 
Harns von unseren Laboratorium-Kameraden. 


TABELLE III. 


° PH Die Oberfldchenspannung 
Alkalizusatz. Zugesetzte ln 
NaOH fiir 5 eem 
Harn 
0 em | 5.8 80.0 
0.05cem 7.0 81.0 
0.11 eem 8.5 | 82.0 
Saurezusatz Zugesetzte ln | 
HCl fiir5eem | 
Harn H 
| 0 | 5.8 | 80.0 
0.30 | 5.2 74.5 
0.60 4.8 73.0 
1.20 3.8 72.0 
1.50 3.4 71.9 


Wie aus der vorliegenden Tabelle hervorgeht, andert sich die 
Oberflichenspannung mit der H-Ionenkonzentration, indem sie in 
der Nihe Pu 3 den minimalen Wert und in der Nahe Pn 8 den 
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TABELLE IV. 


Die Oberflachenspannung des Harns 


Name = 
PH=3-4 PuH=8-9 

Hr. H 81.0 92.0 
Hr: f 79.3 91.5 
Hr. H 78.5 93.0 
Br. S 75.0 | 83.0 
Hr. U 70.0 | 80.3 

ee Ee = a a3 ee SUE oe 
Durehschnitt 76.7 | 87.9 


maximalen Wert erhalt. 

Die in Tabelle IV angegebenen Versuche mit zugesetzten 
Alkali- und Séuremengen schwanken natiirlich ; je nach der Grosse 
der puffernden Kapazitét des Harns sind die Resultate sehr ver- 
schieden. In den meisten Fallen scheidet sich der Niederschlag 
in der Nahe von Px Wert 7.5 aus dem Harn aus. In den meisten 
Fallen lasst sich die Bestimmung der Oberflachenspannung nach 
dem Absetzen des Niederschlages ohne Filtration ausfiihren. 


If. DranysterBaRKEIT DER OBERFLACHENAKTIVEN STOFFE. 

H. Sugino (1928) weist darauf hin, dass sich die Wirkung 
des Zusatzes von an sich weniger oberflachenaktiven Eiweissstofften 
auf die Oberflachenspannung des Natriumglykocholates, nur in 
dem Pu-Werte, in welchem das Protein als Kation anwesend und 
mit Glykocholséure reagierbar ist, beobachten liess. 

Aus dieser Tatsache diirfte man darauf Rechnung tragen, 
dass die oberflachenaktiven Stoffe den innigsten Zusammenhang 
mit dem Kolloidsysteme haben kénnen. Also wenn man die Analyse 
der kapillaraktiven Stoffe fiir den Harn durehfiihrt, scheint es 
zweckmassig zu sein, dass der Harn durch die Dialyse zu den 
kolloidalen und nicht kolloidalen Komponenten zerlegt wird. 

Zur Dialyse wurden verschiedene Sorten von Membranen 
benutzt. Die pflanzlichen Membranen wurden den tierischen vor- 
gezogen, weil die letzteren ziemlich fetthaltig sind. Bei der Dialyse 
wurden 100 cem yom Harne in den Membran-Sack eingegossen, nach 
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dem Zusatz von Toluol in den mit dem destillierten Wasser ge- 
fillten Becher von circa 1000cem Inhalt gebracht, und: im 
Hiskasten aufbewahrt. Das destillierte Wasser wurde tiglich 
dreimal gewechselt. Die Oberflachenspannungen der durch die 
Dialyse von Harn mit verschiedenen Sorten von Membranen 
gewonnenen Dialysant und Dialysat wurden in Tabelle V angege- 
ben. 


TABELLE V. 
Die Oberflachenspannung wird vor und nach der Dialyse verglichen, 


Oberflachenspannung 


Membran-Sorten Sonor! Wick Bor 


Dialyse Dialyse 24 Stunden | 48 Stunden | 72 Stunden 


Figh ek “oes Dialysant 72.6 74.0 75.0 
a ~ | Dialysat 85.3 90.1 95.0 

Pergamentierte mo Dialysant 73.9 75.0 74.1 
Filterpapier Dialysat _ 77.0 85.0 97.0 

J : Dialysant 72.1 74.5 74.5 

oar | Dialysat 80.5 87.0 99.0 

we 
Dialysant 73.5 74.3 74.8 
eet POA ‘upticteralsk 80.0 84.8 04.5 
Anmerkung : 


(1) Dialysat war eine gelbliche und klare Lésung, wahrend Dialysant 
geblich und etwas getriibt war. 

(2) Die tierischen Membranen wurden mit Alcohol und Ather gewa- 
schen, um die Fette méglichst zu entfernen. 


1. Trennung durch Elektrodailyse. 


Wie aus der Tabelle V ersichtlich ist, dialysiert ein Teil der 
oberflichenaktiven Stoffe allméhlich aus, obwohl Dialysant auch 
nach 72 Stunden noch recht aktiv blieb. 

Nun wurde das Elektrodialysierverfahren von Wo. Pauli 
angewendet, um zu wissen, wie weit sich die oberflichenaktiven 
Stoff durch die Electrodialyse aus dem Dialysant wegliefern lassen. 
Der Harn, welcher durch die Vordialyse gegen Leitungswasser 
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moéglichst electrolytfrei gemacht und deren Leitfahigkeit nicht 
8-5 10°r 0 iiberstieg, wurde allméhlich unter sich steigernder 
Stromspannung electrodialysiert, bis nach 48 Stunden die Strom- 
dichte der Lésung auf den Wert von.0.8 bis 0.6 Milliampere pro 
Quadratzentimeter bei 600 Volt direkter Spannung herunterging. 
Bei dieser Versuchsanordung stieg die Temperatur niemals tiber 
27°C und die Reaktion der in der Zwischenkammer befindlichen 
Lésung andert sich nur wenig (um den Anfangswert). 

Das auf diese Weise hergestellte Electrodialysant ist meist 
weisslich getriibt und scheidet zuweilen einen gelblichweissen 
Niederschlag aus. Diese Erscheinung ist vielleicht durch eine 
Dispersitatveranderung des Harnkolloids herbeigefahren. Die 
Menge des zuriickgebliebenen sogennanten ‘‘ Harnkolloids’’ betrug 
ungefahr 0.6-0.3 g pro Liter Harn. Die Oberflachenspannung von 
diesem Electrodialysante, tensinometrisch gemessen, ergab die in 
Tabelle VI angebenen Werte. 


TABELLE VI. 
PH Oberflachenspannung 
3.5 96.5 
5.5 99.3 
7.5 99.5 


Aus dieser Tabelle VI ersieht man, dass der Harnelectrodialy- 
sant oberflacheninaktiv ist und die oberflachenaktiven Stoffe fast 
alle dialysierbar sind. 

Bemerkung: Als die bei der Electrodialyse entstandene 
Fallung mit Alcohol extrahiert wurde, wurde die extrahierte 
Substanz ziemlich oberflachenaktiv gefunden. 


2. Das Verhalten der oberflichenaktiven Stoffe im 
Harndialysat bei héherer Temperatur. 


Das oben gewonnene oberflachenaktive Harndialysat ist natiir- 
lich sehr verdiinnt. Die oberflachenaktiven Stoffe im Harndialysat 
liessen sich aber ohne Einbusse ihrer Aktivitét dureh Eindieken 
auf dem Wasserbade konzentrieren, wie das folgende Experiment 
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erwies. 

00cem Dialysat unter neutraler Reaktion wurde auf dem 
Wasserbad erhitzt. Wenn das Wasser dabei verdampfte, so wurde 
das destillierte Wasser ab und zu erganzt. Nach 35 Minuten; 3 
Stunden und 6 Stunden wurde seine Oberflichenspannune bei 
verschiedenen PH-Werten gemessen. 

Die Resultate sind aus Tabelle VII ersichtlich. 


TABELLE VII. 


PE PH-Wert 


PH=3-4 Pu= 8-9 
Zeitdauer = 
Vor Erhitzen 80.0 90.1 
30 Min. 80.2 90.5 
Nach Erhitzen Si St. 80.5 90.8 
6 St. 80.8 91.0 


Tabelle VII besagt, dass die oberflichenaktiven Stoffe im Harn- 
dialysat ziemlich hitzestabil waren, wenigstens auf dem Wasser- 
bade. Auch das Destillat wurde nicht oberflachenaktiv befunden. 
Also die oberflachenaktiven Stoffe sind nicht fliichtig. Diese Re- 
sultate stimmten mit der, von Bechold und Reiner iiber die 
Eigenschaften der oberflachenaktiven Stoffe im Harne gemachten 


Angabe iiberein. 


3. Die Oberflichenspannung des Genisches des eingedichter 
Dialysats und des Electrodialysants des Harns. 


Wie die obenerwihnten Tabellen zeigen, wurde der Elec- 
trodialysant fast oberflaicheninaktiv, wahrend die oberflachenak- 
tiven Stoffe fast alle in das Dialysat iibergingen. Da die letzteren 
eine ziemlich feste Hitzebestiindigkeit hatten, wurde das gesam- 
melte Dialysat bis zur Anfangsconcentration des Harns eingedickt 
und seine Oberflichenspannung wurde tensinometrisch gemessen. 
Die Ergebnisse zeigen folgende Tabellen. 

Ferner wurde der Versuch angestellt, welche Oberflachen- 
aktivitat das Gemiseh von dem inaktiven Electrodialysant und dem 
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TABELLE VIII. 


Pu-Wert 


=3-4 
Oberflachenspannung cn 
Der Harn vor Dialyse 72.5 
Das eingedickte 67.0 


Harndialysat 


PH=5-6 PH=8-9 
82.3 84.5 
79.5 81.4 


aktiven eingedickten Harndialysat in fast gleicher Menge bekommt. 
Dabei wurde seine Oberflachenspannung mit derselben des 


normalen Harns verglichen. 


TABELLE IX. 


= a 
- Oberflachen- 
spannung Pests 
Pu Wert 
Normaler Harn 73.2 
Das Gemisch des 
Elektrodialysants 65.5 
und dem eingedickten = 


Harndialysat 


78.5 


Aus der Tabelle [X ist ersichtlich, dass das Gemisch des Elek- 
trodialysants und des eingedickten Harndialysats bei gewohnlicher 
Reaktion eine fast gleiche Oberflachenspannung wie der Harn 
wiedergewann, dass ferner in der saueren Seite die Aktivitaét des 
konzentrierten Dialysats sogar viel starker durch das Dasein von 
an sich selbst fast inaktivem Harndialysant gefordert wurde. 


i bs 


ISOLIERUNG DER OBERFLACHENAKTIVEN STOFFE. 


! Kxtraktion der oberflichenaktiven Stoffe des Harndialysats 


nit Alcohol. 


Der eben erwihnte Versuch zeigt uns, dass die oberflichenak- 


tiven Stoffe sich nur aus Harndialvsat isolieren lassen. 
Isolierung wurde zuerst Aleoholextraktion versucht. 


Zur 
Zu diesem 
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Zwecke wurde 50 cem Harndialysat auf dem Wasserbade bis zum 
Sirup eingedampft, 50 cem absoluter Alcohol zugesetzt und nach 
einigen Stunden filtriert. Der auf dem Filter gesammelte Nieder- 
schlag wurde mit absolutem Alcohol fiinfmals gut gewaschen und 
dann getrocknet. 

Das Filtrat wurde durch Verdampfen véllig vom Alcohol 
befreit und mit destilliertem Wasser auf 50cem aufgefiillt, 
wahrend der bei Alcoholextraktion riickstindige Niederscblag in 
\0 ccm destilliertem Wasser aufgelést wurde. Beide Lésungen 
wurden dann tensinometrisch gepriift. 

Tabelle X zeigt, dass die oberflachenaktiven Substanzen im 
normalen Harne meist in Alcohol ldslich sind. 


TABELLE X, 
Oberflichen- Nach der Extraktion d. eingedickten 
spannung Oviginnthani Harndialysats mit Alcohol 
PuH-Wert Extrakt Riickstand 
3-4 76.5 78.0 97.6 
8-9 87.0 92.0 69.5 


Die in dem Riickstand nach der Aleoholextraktion in Tabelle 
X noch erhaltene schwache Aktivitat lasst sich durch wiederholte 
Alcoholbehandlung weiter verringern, bis sie endlich fast die 
eleiche Oberflachenaktivitaét wie die des Wassers erreichte. 


2. Die direkte Gewinnung der oberflichenaktiven Substanzen 
aus dem eingedickten Harn durch Alcohol. 


Zur weiteren Fortsetzung meiner Forschung, kamen als Aus- 
gangsmaterial fiir die Isolierung des oberflachenaktiven Stoffe im 
Harne entweder das Harndialysat oder der Harn selbst in Frage; 
denn die Aleoholextraktionen nach der Dialvse des Harns sind 
sehr zeitraubend. 

Dazu sollen entsprechende Versuche fortgesetzt werden. 
Zuerst wurde der Harn selbst auf sein Verhalten bei hoherer 
Temperatur in gleicher Weise gepriift, wie des Harndialysat. 

Da wir im vorigen Experimente erkannten, dass die ober- 
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flichenaktiven Substanzen vollig durch Alcohol extrahiert wurden, 
versuchten wir sie aus dem eingedickten Harn ohne vorherige 
Dialyse direkt mit Alcohol zu extrahieren. Es bestatigt sich hier 
wieder, dass sich der Harn mehrere Stunden lang auf dem Wasser- 
bade ohne Verlust an Oberflichenaktivitaét eindicken lasst, wie aus 
Tabelle XI ersichtlich. 


TABELLE XI. 
Die Oberflichenaktivitat nach der Erhitzung des Harns auf dem 
Wasserbade unter Erginzung des destillirten Wasser. 


Pu-Wert PuH=3-4 PH= 8-9 
PA ee Be SF st yu z = ee aes 
Vor Erhitzen | 70.2 82.2 
30 Minuten 70.3 82.2 
Nach Erhitzen 3 Stunden 70.5 82.8 
“6 Stunden 70.9 82.9 


Der Harn wurde daher auf dem Wasserbade eingedickt und 
mit Alcohol extrahiert, und die Oberflachenaktivitat des Extraktes 
und Riickstandes wurde mit derselben des Harns verglichen. 


TARELLE XII. : 


Nach der Extraktion des Harns 
mit Aleohol 


SS _ Oberflachen- | 


sSPR DETER | Originalharn ie 

Pu-Wert TER | Extrakt Riieckstand 
3-4 | 76.5 75.6 96.5 
8-9 | 87.0 91.3 99.7 


( 


Diese Resultate zeigen uns, dass der Alcoholextrakt des einge- 
dickten Harns als Ausgangsmaterial zur Isolierung der oberflichen- 
aktiven Stoffe im Harne sehr geeignet ist. 


3. Extraktion der oberflichenaktiven Stoffe aus 
Alcoholextrakt mit Chloroform. 


Wir versuchten dann die oberflichenaktiven Stoffe des Aleohol- 


extraktes weiter zu isolieren. 


Die nachste Aufgabe fiir uns war die Trennung verschiedener 
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oberflachenaktiver Stoffe voneinander. Dazu kommen vyerschiedene 
Methoden in Betracht; wir bevorzugten zur Isolierung der ober- 
flachenaktiven Stoffe immer die Extraktionsmethode und nur in 
erzwungenenen Fallen die Fallungsmethode, oder Adsorptions- 
methode u.s.w. 

Wir setzten es zuerst fort, den Harnalcoholextrakt mit ver- 
schiedenen organischen Lésungsmitteln weiter zu extrahieren. Die 
Extraktion wurde bei verschiedener Aciditaét probiert: (1) Pu 3-4 
(2) Pu 5-6 (3) Pu 8-9. Hier sollen die Resultate der Chloroform- 
extraktion angegeben werden. 50cem Harnaleoholextrakt wurde 
nach der Verdampfung zur sirupésen Konsistenz mit 20 ecm destil- 
liertem Wasser versetzt und mit 1n HCl gegen Kongorot ange- 
sdurert oder unter keinem Zusatz oder mit 1 n NaOH gegen Kresol- 
rot alkalisiert. Dann wurde er mehrmals mit 30 cem Chloroform 
extrahiert. Der Extrakt und der Riickstand wurde je mit destil- 
liertem Wasser auf 50cem aufgefiillt, und auf seine Oberflachen- 
aktivitat tensiometrisch gepriift. Die nachfolgenden Tabellen 
geben dariiber Auskunft. 


TABELLE XIV. 
Chloroform-Extraktion bei saurer Reaktion. 


= Oberflachen- Nach der Extraktion mit 


“\._ spannung Harnaleohol- Chloroform bei Pu 3-4 
ee | extrakt ae ae ET 
Pu-Wert i | Extrakt Riickstand 
8-9 91.3 91.0 99.0 


3-4 75.6 70.0 92.0 


TABELLE XV. 
Chloroform-Extraktion bei neutraler Reaktion. 


Oberflichen- Nach der Extraktion mit 


spannung Harnaleohol- Chloroform bei PH 5-6 
; extrakt Ee —_—___—- Tae " 
Pu-Wert ~. | Extrakt | Riickstand 
Ee ae a | 
8-9 | 91.3 93.0 94.5 
3-4 75.6 80.0 | 77.0 
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TABELLE XVI. 
Chloroform-Extraktion bei alkalischer Reaktion. 


ty Oberflachen- Nach der Extraktion mit 
“\ spannung Harnaleohol- Chloroform bei PH 8-9 
— extrakt 
Pu-Wert ~ an , Extrakt | Riickstand 
8-9 91.3 95.0 | 93.0 
3-4 75.6 85.0 763° 


Wie aus Tabelle ersichtlich, konnten wir tatsachlich in drei 
Fiillen einen auffallenden Unterschied beobachten. Bei den Pu 3-4 
extrahiert Chloroform die oberflachenaktiven Stoffe am besten. Die 
im Chloroform extrahierten Stoffe lassen sich bequemer mit 
schwach alkalischem Lésung fast vollstandig wieder zur Wasser- 
schichte iiberfiihren. Das nach Wasserextraktion gebliebene Chloro- 
fgrm kann weiter zur nachsten Extraktion verwendet werden. 


4, Ubersicht der Extrahierbarkeit der oberflichenaktiven Stoffe 
des Alcoholextrakts mit verschiedenen 
organischen Lésungsmitteln. 


Zur weiteren Isolierung miissen wir uns iiber den Léslich- 
keitsunterschied der oberflachenaktiven Stoffe im einzelnen Lésungs- 
mittel klar sein. Die Extraktionsvermégen der verschiedenen 
organischen Losungsmittel wurden bei den drei obenerwahnten Pu- 
Werten untersucht. Die verwendeten organischen Lésungsmittel 
waren alle méglichst reine Praparate. Beim Verdunsten hinterliess 
jedes Lésungsmittel keinen Riickstand. Wenn ein Loésungsmittel 
etwaige Verunreinigung zeigte, so wurde es mit entsprechender 
Reinigungsmethode selbst gereinigt. Die Extraktionsanordnung 
war dieselbe wie die oben angegebene. Zum besseren Verstindnis 
wurde die Extrahierbarkeit in verschiedenen organischen Liésungs- 
mitteln tabellarisch zusammengestellt. Der Grad der Extrahier- 
barkeit sei mit foleender Bezeichnung angegeben. 

(—) Keine Extrahierbarkeit. 
(+) Oberflachenspannung bei Pu 3-4 94-85 
(++) Oberflaéchenspannung bei Pu 3-4 84-75 
(+++) Oberflachenspannung bei Pu 3-4 unter 74 
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TABELLE XVII. 


Extrahierbarkeit 
mit den verschiedenen organischen Lésungsmitteln 
Siedepunkt 
bei Pu 3-4 | bei PH 5-6 | bei Pu 8-9 | des Extrak- 
tionsmittels 
Aceten ++ “+ - 61.3° 
Athyl-Ather +++ ++ + 35° 
Athylaleohol +++ +++ ++ 78° 
Amylaleohol ++ + + 130°C 
(129-131) 
Benzol + - — gs0° 
Chloroform +++ ++ + GL” 
Hisessig ++ + _ 118° 
Essigather ttt ++ + ripe 
Hexan norm. + = - 69° 
Ligroine + — _ 120-130° 
Methylaleohol +++ +++ ++ 65° 
Petroleumither + = - 40-70° 
Petroleumbenzin + _ - 60-80° 
Pyridin ne + + 116° 
Tetrachlorkohlenstoff + a: _ Vie: 
Toluol + + — 1192 


Wie aus Tabelle XVII ersichtlich, sind nur Chloroform, 
Methylalcohol, Athyl§ther und Essigaéther als brauchbare Extrak- 
tionsmittel der oberflachenaktiven Stoffe im Harnalcoholextrakte 
zu nennen. } 

Ich habe daher zur Isolierung und Reinigung der einzelnen 
Komponente obenerwahnte organische Liésungsmittel allein oder 
im Gemisch als Extraktionsmittel gebraucht. Der Auszug jeder 
Extraktion hinterliess beim Verdampfen der Extraktionsmittel nur 
einen braun gefarbten Sirup, keine krystallisierte Substanz war 
isolierbar. Er hatte einen ziemlich starken Widerstand gegen das 
Sonnenlicht und konnte ziemlich lange aufbewahrt werden. Nach 
2 Jahren z.B. hatte er keine Verdnderung in seiner Oberflachen- 


spannung. 
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Um aus der Higenschaft dieses Sirups die Natur der einzelnen 
Komponente zu ahnen, wurden einige Farbenreaktionen auf diesen 
Sirup angestellt: Erhlich’sche Reaktion Pettenkofer’sche 
Reaktion, Diazo-Reaktion, Biuret-Reaktion, Ninhydrin-Reaktion, 
Liebermann-Burchard’sche Reaktion, #-Naphthalin Sulfo- 
chlorid Reaktion, Millon’sche Reaktion, Xanthoprotein Reaktion, 
Murexid Reaktion, Fehling’sche Reaktion, Jaffe’sche Regktion, 
Pholoroglucin Reaktion fielen alle negativ aus. Es ist aber 
bemerkenswert, dass die wisserige Lésung dieses Sirups sich 
deutlich rot farbte, wenn sie in der kongorotsaueren Reaktion lange 
erhitzt wurde und ihre Oberflaichenspannung beim Ansauern keine 
nennenswerte Herabsetzung erfuhr. 


4, Die Isolierung durch die Wechsel der Extraktionsnitteln. 


Die oberflichenaktiven Stoffe wollte der Verfasser, wenn 
méglich, aus Harn rein krystallinisch darstellen. Wie oben 
erwahnt, war aber die Isolierung eine sehr schwierige Aufgabe. 
Fiir den Verfasser waren unter den Extraktionsmethoden die 
geeignetsten die mit den organischen Loésungsmitteln vom niederen 
Siedepunkt, die von ihm behandelt wurde. 

Dann wurde die Extraktion wiederholt. Als der Harnalcohol- 
extrakt mit Essigdther ausgezogen und der Essigather verdampft 
wurde, kam zufallig eine branunliche Krystallmasse vor. 5 mg von 
diesem zeigte eine Anderung der Oberflachenspannung zwischen 
74,5-85.0 bei Pu-Verschiebung. Die Krystallmasse bildete weisse, 
vierseitige Prismen und Sidulen, die an den Enden in zwei oder 
vier Flachen auslaufen und hiaufig zu Drusen vereinigt waren. 
Bei Rekrystallisation stieg ihr Schmelzpunkt zu ea. 183°C, welcher 
dem Schmelzpunkt der Hippursiiure (187°C) nahe liegt. Je mehr 
die Krystallmasse gereinigt wurde, desto inaktiver wurde ihre 
Oberflachenspannung und erreichte endlich fast den Wasserwert. 
Die wassrige Lésung von Hippursiure (Merck) zeigte auch keine 
Oberflachenaktivitat. Daher musste die Oberflichenaktivitat der 
unreinen Hippursiure durch die adsorbierten Substanzen verur- 
sacht sein. Nun wollten wir oberflichenaktive Stoffe an den 
einzelnen, nach der Isolierungsmethode der Hippursiiure nach 
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Bunge und Schmiedberg erhaltenen Stufen verfolgen. 

1000 eem Harn wurde mit den gesattigten Barytlésungen ver- 
setzt, bis keine Fallung mehr entstand. Nach dem Filtrieren wurde 
der Niederschlag mit einer méglichst geringen Menge gesittigter 
Barytlosung einigemal gewaschen und diese Waschfliissigkeit jenem 
Filtrat zugesetzt. Die Oberflachenspannung der Fallung und des 
Filtrates wurde gemessen. 


TABELLE XVIII, 


PH bei PH=3-4 bei = 8-9 
Vor Zusatz 
der Baryt- 72.0 81.0 
losung 
Nach Zusatz Filtrat 69.7 82.2 
der Baryt- : - ~ 
losung Niederschlag 99.3 99.7 


Das Filtrat wurde dann bei 50-60°C in COz Atmosphare zum 
Sirup emgedampft und wiederholt mit absolutem Alcohol aus- 
gezogen. Der Alcoholextrakt, nach vollstandigem Abdestillieren 
des Alcohols, wurde aus reinen salzsauren wassrigen Losungen 
wiederholt mit Essigéther (wenigstens 10 mal) ausgeschiittelt. Der 
abgehobene Essigéther wurde bei miassiger 8emperatur, 50-60°C, 
verdunstet, wonach die Hippursiure neben den in Essigiéther 
léslichen Substanzen zuriickbleibt. Zur Trennung der  ober- 
flachenaktiven Stoffe wurde der im destillierten Wasser geldste 
Essigsaéureextrakt mit einer 10% igen Kobaltchloridlésung versetzt. 
Dabei wurde der entstandene Niederschlag von kleiner Menge ent- 
fernt. Das Filtrat wurde bei 50°-60° unter vermindertem Drucke 
eingedickt und unter wiederholtem Zusatz von absolutem Alcohol 
méglichst vollstindig von Hippursdure befreit. 

Nach der Aleoholverdampfung wurde das Extrakt im destil- 
liertem Wasser gelést und durch Schwefelwasserstoff vom Kobalt 
befreit. Das Filtrat vom Schwefelkobalt wurde mit verdiinnter 
Natronlauge neutralisiert und getrocknet. Ausbeute: 0.053 g 5 mg 
von dieser getrockneten Substanz wurde in 5cem destilliertem 
Wasser gelist und seine Lésung hatte die Oberflichenspannung 
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von 83.5-67.4 bei PH-Verschiebung. 

Dieser mit Kobalt nicht fallbare und alcohollésliche Teil wurde 
in destilliertem Wasser gelést und das Denigés’sche Quecksilber- 
sulfat Reagens zugesetzt. Beide mit Quecksilber fallbare und nicht 
fallbare Teile wurden nach der Zerlegung mit Schwefelwasserstoff 
gesondert filtriert, mit der verdiinnten Natronlauge neutralisiert 
und getrocknet. 5mg von dieser trocknen Substanz wurden in 
destilliertem Wasser gelést und die Oberfiaichenspannung beider 
Lésungen tensiometrisch gemessen. 


TABELLE XIV. 
Die Oberflichenspannung beider Losungen. 


— ~ = = = oe 


PH=3-4 PH=8-9 


Niederschlag 72.5 88.0 


Filtrat. 85.5 94.5 


Der Niederschlag und das Filtrat waren beide amorph und 
wogen nur 0.011 ¢ und 0.023 g. Diese geringe Ausbeute ist wohl 
von der Adsorption an die Oberflache des Quecksilberschwefels 
bedingt und die Extraktion mit Alcohol war nicht geniigend. 
Wegen dieser geringen Ausbeute war eine weiterere Forschung 
vollstandig ausgeschlossen. 

Beide Fraktionen wurden daher nur mit der Phenol- und 
Indolreaktion qualitativ gepriift. Sie wurden auch mit Ather- 
schwefelsdure probiert. 

Das Resultat dieser Reaktionen wurde in folgenden Tabellen 
zusammengefasst. 


Niedersehlag Filtrat 
Phenolreaktion — =e 
Indolreaktion + - 
Atherschwefel- = oh 


saurereaktion 


Phenolreaktion: wurde mit Bromreaktion und Millon’sehe Reaktion 
ausgefiibrt. 

Indolreaktion: wurde mit E. Salkowski'sche, Jaffe’sche und 
Hopins-Cole’seche Reaktion ausgefiihrt. 
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5. Die Oberflichenspannung der Phenol-, Indol- und 
Pyrrolverbindungen. 


Da die aufeinander folgende Isolierung der oberflachenaktiven 
Substanzen wegen ihrer geringen Ausbeute scheiterte, wollte ich 
nur einige Indol-, Phenol- und Pyrrolderivate auf ihre Oberflachen- 
spannung pritifen. 5 mg von diesen Praparaten wurde in dem 5 ce. 
destillierten Wasser gelést und tensionmetrisch gemessen. Zu 
diesem Versuche wurden folgende Substanzen verwendet, die 
meistens aus Handelspraparaten bestanden, aber einige derselben 
wurden vom Verfasser selbst dargestellt. 


Die Oberflachenspannung der Benzolderivate. 


= 


Oberflachenspannung 
Praparat | Bemerkungen 
bei PH = 3-4 bei PH= 8-9 

Thyrosin 100.0 100.0 Merek 
Phenyl]propionsaure 85.0 99.0 { rs 
Phenylessigsaiure 89.6 98.5 a 
Benzoesaure 93.5 99.5 Kahlbaum 
Hippursaure 98.5 99.5 Merck 
Salicylsiure 88.5 99.5 Ps 
m-Oxy benzoesaure 98.0 100.0 
p-Oxybenzoesaure 99.5 100.0 os 
Phthalsaure 98.0 99.5 Kahlbaum 
Zimtsaure 86.5 99.7 Merck 
Mandelsiiure 100.0 100.0 : 
Phenol 96.5 99.8 a4 
p-Kresol 88.0 90.0 ‘ 
m-Kresol 91.0 93.0 ae 
Brenzkatechin 100.0 100.0 5s 
Resorcin 100 100.0 » 
Hydrochinon 98.0 98.0 _ 
Phloroglucin 100.0 100.0 Kahlbaum 
Phloroglucin 100.0 100.0 Merck 
Gallussiure 100.0 100.0 ¥ 
Chinasiiure | 100.0 100.0 ~ Kahlbaum 
Menthol 74.3 75.5 Merck 
Thymol 73.0 78.0 Kahlbaum 
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Die Oberflichenspannung der Indolderivate. 
Oberflichenspannung 
Priparat Bemerkungen 
bei PH =3-—4 bei PH = 8-9 
Tryptophan 100.0 100.0 Merck 
Indol 100.0 100.0 (Griibler) 
Indolearbonsiure 88.5 97.5 nach C, Zatti und 
A. Ferratini’scher 
Methode dargestellt 
Indolessigsiure 75.0 90.5 nach Hllinger’scher 
Methode dargestellt 
Die Oberflichenspannung der Pyrrolderivate, 
Oberflichenspannung 
Praparat - - — - Bemerkungen 
bei PH = 3-4 bei Pu = 8-9 
— — == i —— 
Pyrrol 97.5 94,5 Merck 
Pyrrolearbonsaure 90.0 97.0 nach G. L. Ciamician’- 
secher Methode dar- 
gestellt 
Hamin 80.0 81.5 nach Nencki und 
Zaleski’scher 
Methode dargestellt. 
Bilirubin 80.7 91.0 (Griibler ) 
Urobilin 75.0 90.0 #8 
Hematoporphyrin 78.9 87.0 nach R. Willstatter 
und M. Fischer’scher 
5 Methode dargestellt. 
Die Oberflachenspannung von gepaarter Glykuronsaure. 
Oberflachenspannung 
Praparat = ae AT ; a Bemerkungen 
bei PH =3-4 bei PH= 8-9 
Mentholglykuron- 77.0 96.5 Die Mentholglyku- 
siiure ronsiure habe ich 
von Herrn Dr. M. 
TIshidate erhalten, 
dem ich fiir seine 
Giite meinen besten 
| Dank ausspreehe. 
Mentholglykuron- 80.1 82.0 
sdure-Losung nach | 
Erhitzen mit | 
Siurezusatz auf 
dem Wasserbade 
Menthol 74.3 79.5 | Merck 
Glucose 100.0 | 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Nach den angegebenen Eigenschaften diirften die ober- 
flachenaktiven Substanzen im normalen Harne aus den Fettséuren-. 
derivaten der Indol-, Benzol- und Pyrrolkérper, gepaarten Gly- 
kuronsaiuren und Atherschwefelsiure bestehen. 

2. Alle diese Substanzen beteiligen sich miteinander vielleicht 
an der schwankenden Oberflichenaktivitat des normalen Harns in 
den verschiedenen Mengenverhialtnissen. 

3. Wenn die aktiven Substanzen wegen der hydrolytischen 
Spaltung nach Trennung von an sich inaktiven Saéuren ihren Saure 
charakter verlieren, so verschwand die Veranderung der Ober- 
flachenspannung mit der Pu-Verschiebung fast vollstiandig. 


Es ist mir zum Schluss eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. 
S. Kakiuchi fiir seine freundlichen Ratschlige und seine mich 
immer ermunternde Anleitung bei meiner Arbeit meinen warmsten 
Dank zu sagen. Ebenso gilt mein verbindlicher Dank der Kaiser- 
lichen Akademie fiir die Unterstiitzung bei dieser Arbeit. 
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PHYSIKALISCH-CHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN 
UBER DEN KOLLOIDALEN ZUSTAND VON 
CHOLESTERIN, CHOLESTERINESTER 
UND LECITHIN. 


X. Mitteilung: Die reduzierenden Eigenschaften der 
Cholesterinsole. 


Von 


IGOR REMESOW unp OLGA SEPALOWA, 


(Aus der Abteilung fiir physikalische Chemie und Elektrochemie des 
Staatl. Instituts fiir experimentelle Medizin 
von U.S.S8.R. in Leningrad.) 


(Eingegangen am 27. Dezember 1934) 


Die vorliegende Untersuchung bezweckte die Frage einer még- 
lichen Fahigkeit des Cholesterins in seinem kolloidalen Zustande 
zu den Oxydo-Reduktionen,* zu entscheiden. Wir nahmen vorlaufig 
einen Umweg und hielten uns an eine Methodik, welche leicht 
ausfiihrbar und fiir Serienanalysen geeignet war. Wir bestimmten 
das Reduktionsvermégen von Cholesterin mittels der Reduktions- 
methoden von Hagedorn-Jensen (1923), Bertrand (1906) 
und Mislowitzer (1926), kurzum mit den iiblichen Methoden, 
welche bei der Glukosebestimmung ihre Verwendung finden. In 
unseren Fallen aber, wurde statt Glukose, kolloidales Cholesterin, 
als Cholesterinsol verwendet. Als Mass fiir die Beurteilung des 
Reduktionsvermégens von Cholesterin dienten die erhaltenen Werte 
in mg-% Glukose ausgedriickt. Es ist ganz klar, dass ein solches 
Mass nur ganz relativ ist und nur bequemlichkeitshalber und der 
gewissen Ubersichtlichkeit wegen, gewahlt wurde——In allen Fallen 
wurden die Kontrollbestimmungen stetig mit reiner Glukose aus- 
gefiihrt, auch die Vergleichmessungen mit Cholesterinsol-Glukose- 
gemisch. Schliesslich wurden noch die Versuche mit normalem 
Blut, mit und ohne Cholesterinzulage angestellt. 


* WVgl. Biochem. Zeitschrift, 246, 431; 248, 256 (1932). 
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I. VERSUCHE IN VITRO. 
Messungen nach der Methode von Hagedorn-J ensen. 


Wie die Untersuchungen von Ege (1926), Ege-Rassmussen 
u.a. gezeigt haben, kann man die sogenannte ‘‘ Restreduktion’’ des 
Blutes bei den Bestimmungen nach der Methode von Hagedorn- 
Jensen vollstindig ausser Acht lassen, so dass diese Methode mit 
Sicherheit den Gehalt an Kohlenhydraten im Blute zu erstatten 
vermag. Allerdings haben die Arbeiten von Neuberg und seiner 
Sehule (Neuberg-Kobel 1931, Neuberg-Leibowitz 1927, 
Neuberg-Pollak 1910), ebenfalls einiger franzdésischer Autoren 
(Fontes et Thivolle 1930, Jonescu-Matiu-Witner 1930) 
gezeigt, dass bei der Verwendung der Methode von Hagedorn- 
Jensen an Zuckerlosungen, verschiedene andere Substanzen, mit- 
bestimmt werden (Hexose-Diphosphat, Zucker-Phosphorsaureester 
u.a.) die fiir den Gang der Bestimmung eine gewisse Rolle spielen. 

Dies alles beriicksichtigend, wurden die Bestimmungen in 
unseren Versuchen nicht nur nach genauen Angaben von Hage- 
dorn-Jensen ausgefiihrt, sondern auch mit verschiedenen Modi- 
ficationen, 


Methodische Vorbemerkungen. 

Zur Analyse kamen nur umkrystallisierte, chemisch reine 
Chemikalien von den Firmen de-Haen und Kahlbaum- 
Schering. In allen Fallen elektrometrische Kontrolle der 
Milienreaktion (Pu-Zahl). Kolloidales Cholesterin wurde als 
Cholesterinsol verwendet (Praparate von Remesow und der 
Firma von Heyden). Die Volum- und Gewichtsverhiltnisse der 
reagierenden Komponenten entsprachen genan den Angaben von 
Hlagedorn-Jensen. 

In der Tabelle | sind die Ergebnisse fiir die Messung des 
Reduktionsvermégens von reinen Cholesterinsolen versehiedener 
Konzentration angefiihrt. 

Die erhaltenen Daten iiberzeugen, dass dus kolloidale Chole- 
sterin reduzierende Eigenschaften besitzt, welehe in den ent- 
sprechenden Reduktionswerten der Glukose ausgedriickt. folgende 
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TABELLE I. 
Reduzierende Fahigkeit des Cholesterinsols, ausgedriickt 
im mg % Glukose. 


5%ig. Cholesterinsol 10% ig. Cholesterinsol 
Mit alkalisch. Mit alkalisch. 
ZnSO, gefallt u. ZnSO, gefallt u. — 
filtriert durch: Nicht gefallt filtriert durch: Nicht gefiallt 
und nichtfiltriert |— 3 und nichtfiltriert 
Ordiniren} Doppelten Ordiniren| Doppelten 
Filter Filter Filter Filter 
22.5 44.0 79.0 43.5 | 78.0 125.0 
12.0 38.0 43.0 48.5 | = 95.0 
19.5 45.0 68.5 58.0 84.0 103.5 


Zusammenstellung geben: 

5%ige Cholesterinsole entsprechen der Reduktion von ca. 63 
mg reiner Glukose. 

10%ige Cholesterinsole entsprechen der Reduktion von ¢a. 108 
mg reiner Glukose. 

Man kann also feststellen, dass das kolloidale Cholesterin eine 
bedeutende Reduktion bewirkt, welche parallel der Konzentrations- 
erhéhung des Cholesterins wichst. : 

Bei diesen Analysen lasst sich folgende Tatsache bezeichnen: 
in allen Fallen, wo Cholesterinsole vorher mittels alkalischer 
ZnSO,-Lésung (gemaéss dem iiblichen Analysengang nach der 
Hagedorn-Jensenschen Methode) bearbeitet wurden, erhielten 
wir cine Verminderung der Reduktion bis 50-60% im Vergleich 
mit den Analysen, wo diese Prozedur weggelassen worden war. 

Offenbar beruht dieser Verlust an Reduktionsvermégen der 
Cholesterinsole auf Adsorption der Kolloidteile an Zinkhydroxyd. 
Auch darf nicht unberiicksichtigt bleiben der koagulierende Ein- 
fluss des Zn’’-Jons (Remesow 1930). 

Bei der erwihnten Bearbeitung der Cholesterinsole erwies 
auch die Art der Filtration (nach der Zinkfallung) einen Einfluss 
auf das Reduktionsvermégen des Cholesterins, und zwar-bei der 
Filtration durch doppelte Filter (Rundfilter Schleider-Schill, 
N 597) wuchs das Reduktionsvermégen des Cholesterins erheblich. 
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Sehr wahrscheinlich, dass bei dieser Filtration, welche sich der 
Ultrafiltration nahert, die Erscheinungen der polaren bzw. Aus- 
tauschadsorption (Zinkhydroxyd-Cholesterinpartikel) auftreten, 
die zur Vermehrung der freien Cholesterinpartikel, also zur 
Erhéhung der Reduktion fiihren. 

Aus diesen Angaben folgt, dass ein wahres Reduktions- 
vermégen des Cholesterins nach der Methode von Hagedorn- 
Jensen nur dann gemessen werden kann, wenn keine Bearbeitung 
der Sole mit den Fallungsmitteln (ZnSO,-Lésungen) erfolgt. 
Ubrigens erscheint diese Prozedur in unseren Fallen iiberfliissig, 
soweit sie lediglich zur Blutenteiweissung dient. 

In den Tabellen II und [II sind die Ergebnisse unserer 
Analysen dargestellt, in welchen die Bestimmungen mit den Chole- 
sterinsol-Glukose-Gemischen ausgefiihrt wurden. 

In allen diesen Versuchen wurden die Gemische mit ZnSOg- 
Losung bearbeitet und filtriert, genau nach den Angaben von 
Hagedorn-Jensen. Zur Kontrolle wurden Bestimmungen mit 
reinen Glukoselésungen angestellt. 


TABELLE IT. 
Reduzierende Fahigkeit der Reduzierende Fahigkeit der 
Cholesterinsole die 0.1 g Glukose | Lésungen in %, annehmend die 
pro 100 cem enthielten aus- reduzierende Fahigkeit der 
Zeit gedriickt in mg % Glukose 0,1% ig. Glukolésung gleich 100% 
in |. # 4 B 4 4 2 
1 4 o 4 apt ond = =“ — —— ont) pa 
Stunden: ie: ee 5s 0 5S 28 28s aes 8S 
Bau |mBag Cag omg mart io 28 Sen ams 
Roe | oes | Ses | Ses | Sb) S88 | 88s | 88s 
A ido} i) = t Pac) S Sto | “Se |‘? So 
oO oO Oo iS) o oO 
Sofort: 91 98 97 119 100 107.7 106.6 130°3 
Nach 3 
Stund. 96.5 97 99 105 100 | 100.5 102.4 108.8 
Nach 48 
Stund. 96.5 89.7 89.7 110.5 100 87.5 87.5 119.7 
Nach 144 


Stund. 96 69 72.5 88 100 71.8 75.5 91.7 


Die erhaltenen Daten fiir das Gemisch-Cholesterinsol: Glukose 
zeigen dasselbe Bild und zwar, dass das Cholesterin das Reduktions- 
vermogen der Losung erhédht, wobei diese Reduktionserhéhung 
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additiv ist. Bei langerem Stehen an der Luft, bei Zimmer- 
temperatur (von +16° bis +18°C) lasst sich eine langsame Ver- 
minderung der Reduktion soleher Gemische feststellen. Beim 
Stehen innerhalb 48 Stunden erreichte der Reduktionswert solche 
niedrigen Zahlen, welche der Reduktion reiner Glukoselésungen 
nicht entsprachen. Es schien, als wenn hier ein Verschwinden 
der Glukose im Gemisch mit Cholesterinsolen vor sich ging. Viel- 
leicht handelt es sich hier gerade um die, von Remesow (I-IV 
Mitteilungen)* vermutete Adsorptionsbindung der Glukose dureh 
kolloidale Cholesterinpartikel. 

In Tabelle III sind die Analysen angefiihrt fiir die Gemische 
(Cholesterinsol: Glukose), welche zubereitet 
waren: es wurden die festen Praparate des kolloidalen Cholesterins 
(Firma von Heyden) in einer 0.1% Lésung der Glukose disper- 
giert. Die Glukoseldsungen dienten also, als Dispersionsmittel fiir 
diese ‘‘Glukocholesterinsole.’’ Die Ergebnisse dieser Versuchs- 
serie zeigen ein vollkommen identisches Bild mit vorhergehendem 
Fall (Tabelle II). 


folgendermassen 


TABELLE III. 


Reduzierende Fahigkeit der 
Lésungen in %, annehmend die 
reduzierende Fahigkeit der 
0.1%ige Glukoselésung gleich 100% 


Reduzierende Fahigkeit der 

Cholesterinsole (Dispersions- 

mittel-0.1%ige Glukoselésung ) 
ausgedriickt in mg % Glukose 


5%ige Cholesterinsol 5%ige Cholesterinsol 

Ee in Me OR ig «eee Ba 

0.1% RES S518 | o1% | SSSe | p82 | Se 
Glukose-| § 205 | 24 BS | Se |Glukose- N Eee SSS | Set 
lisung | GEER | S258 | wE Ss | ldsung | BFS Be) Ae oe | wee 
ae24) 2355 | 255 ae5e) Sao e | Bes 

2§e| 2425 | 3 S858 |8R22 | 3% 

lene ae) Zs Sees * 3 fe Ze 
95.5 | 101 122 148 100 105.8 127.7 154.9 
96 105 128.5 154.5 100 108.3 133.8 160.9 
83.5 94 115 = 100 112.6 137.9 = 


Man muss noch die Bestimmungen erwiahnen, bei denen wir 


Biochem. Zeitschrift, 218, 86, 134, 147, 157 (1930). 
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einen Zusammenhang zwischen dem Reduktionsvermégen der 
Cholesteringemische und der Temperaturwirkung festzustellen 
versuchten. 


TABELLE IV. 


Ohne Kochen Mit Kochen 


Fa bb 2 Z 

3 Fi oad . @ p-4 = aad oa ed on: 
Se | aga | abs |e2o8) 88 | abe | ass | SecoR 
as se. | sea [ngs] as sf. | saa |ns4a 
o4 23 Se jos ds| 4 ge sg |Cdas 
= 5 & o) ae © = oa 5 = Oo 
o S & O 
mg mg% mg7 mg% | mg% mg% mg% mg% 
82 7 17 87 84 5 8 5 
73.5 4.5 8 80 70 0.0 6.5 77 
81.5 2 11 90 77 4 7 86 


In einer Gruppe der Versuche wurde das Gemisch garkeiner 
Erwarmung unterzogen, in einer anderen Gruppe dauerte das 
Kochen etwa 2 Minuten (bei 60-80°C), den Angaben von Fazekas 
(1926) genau entsprechend (Tabelle IV). Die erhaltenen Zahlen 
zeigen, dass das starkere, nicht gelinde Kochen, das Reduktions- 
vermogen von Cholesterin stark beeinflusst, im Sinne einer Ernie- 
drigung. 

Die nachste Gruppe der Versuche betrifft die Bestimmungen 
des Reduktionsvermogens des Blutes, welches Cholesterin zugegeben 
wurde. Dabei wurden die Kontrollbestimmungen mit dem Blute 
ohne Cholesterinzulage ausgefiihrt. 

Aus den Analysen, welche in der Tabelle V angegeben sind, 
folgt ebenfalls, dass das Cholesterin in seinem kolloidalen und 
molekular dispersen Zustande die Blutreduktion erhdht. Diese 
Erhohung betrug in einigen Fallen 70% der eigentlichen Blut- 
reduktion ohne Cholesterinzulage. 

Bei den Bestimmungen nach der Hagedornschen Methode 
ist also dringend notwendig, die enorm hohe reduzierende Fahig- 
keit des Cholesterins zu beriicksichtigen, besonders bei Unter- 
suchung lipamischen Blutes. In dieser Beziehung méchten wir auf 
die Arbeiten von Hiller-Linder-van-Slyke hinweisen, welehe 
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TABELLE V, 
Reduzierende Fiahigkeit des 
Gemisches in % annehmend d. 
reduzierende Fiahigkeit des 


Reduzierende Fihigkeit des 
Blutes in mg%-Glukose 


ausgedriickt 
iia -  Blutes gleich 100% 

Versuchs- » | ees 3 Re eee rn 3 paige ae: 
nummer | @ ot |5 S85 2.5 z ~|5S 5/835 
Be) es lessees) . | Sa lesclaS sae 
a = _ S » pra ~ » 
es | 2S ls gwlhe 8/8 8] SF oes 2 $l Bi 8 Bin & 
BU | SeISSSlSsqisog] A | FG IESSSSalsss 
Ho) Be A ectiosxgloxs Bm A ecceslezs 
>) ME | 6 |e g fe 8a ec|4 eo 
Kaninchen a 

I 93.5| 45 64 109 102 100 | 48.12) 68.5 | 116.6! 109 
II 99 52 | 79 452 98 100 | 52.52! 80.3 | 150.3! 98.9 
Tit} 178 — | 72 193 115 100 — | 63.81] 170.8] 101.7 
IV 148 71.5! 82.5) 146 110 100 | 48.4 | 55.75! 98.6) 74.3 
Vv 109 55 66 122.5 97 100 | 50.5 | 60.55) 112.4} 88.9 


einen gewissen Widerspruch mit den Angaben von Ege aufweisen, 
und auf Grund dessen eine Restreduktion des Blutes doch in 
Betracht gezogen werden muss. Aus unseren Versuchen folgt mit 
einer gewissen Walirscheinlichkeit, dass diese Restreduktion des 
Blutes den Sterinen des Blutes zugeschrieben werden kann. 


Messungen nach der Methode von Bertrand. 


Die Bertrandsche Methode, welche ebenfalls ein Reduk- 
tionsverfahren darstellt, wollten wir, als Kontrollmethode fiir 
unsere Messungen des Reduktionsvermégens von Cholesterin, auch 
heranziehen. Bei Verwendung dieser Methode folgten wir ausser 
den originalen Angaben von Bertrand, auch den Daten von 
Josephson(1923) und Rona(1926). Allerdings erwies sich fiir 
unsere Zwecke diese Methodik trotz den erwahnten Modifikationen, 
unbrauchbar. Die Ursache liegt darin, dass das hoehdisperse 
Cholesterinsol den entstehenden, kolloidalen Niederschlag des Kup- 
feroxyduls sehr fest halt, so dass man eine unvollkommene Fallung 
des gebildeten Kupferoxyduls und dementsprechend ein falsches 
Resultat beim endgiiltigen Abtitrieren von Ferrosulfat erhalt. Die 
in der Tabelle VI angefiihrten Daten unserer Messungen zeigen, 
dass auch eine Modifikation der Methodik (der CuO-Niedersehlag 
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wurde sehr scharf und lange abzentrifugiert) keine Moglichkeit 
gab, brauchbare Ergebnisse zu erzielen. Auf diese Art erwies sich 
also die Bertrand’sche Methodik, als ungeeignet und daher wurde 
die weitere Arbeit mit diesem Verfahren eingestellt. Wir gingen 
zu einer andern im Prinzip aber gleichen Methode tiber, zu den 
elektrometrischen Bestimmungen von Mislowitzer (l.c.). 


TABELLE VI. 


Bestimmungen nach der Methode von Bertrand | 


: 0.2%ige Glukose- 
ie yr ee apd losung enthaltend 1 g 
koll. Cholesterins. Bemerkungen 
der anaive, | Brsebnisse | oy anaes. | dee Analy. 
Lésung "| der Analy- Lésung , sen Nn. 
in ecm ak in cem Bertrand 
cem*, mg ccm mg 
20.0 38.0 _ — 
10.0 18.3 — — Nach der iiblichen 
5.0 9.2 as et Methode von Bertrand 
2.0 3.72 — — 
20.0 38.25 _ — 
wine 37.20 or *¢ Der Oxydulniederschlag 
2.0 3.72 — = war durch Abzentri- 
| 1 rey fugieren (30’-3000 
ca a Touren) aus der Reduk- 
2.0 3.92 2.0 2.85 tionsfliissigkeit entfernt. 
2.0 3.87 2.0 2.80 


2.0 3.80 2.0 2.61 


Bei dieser Methode eriibrigt sich eine Abtrennung des Cu,0. 
Damit konnten also die Nachteile der titrimetrischen Bertrand’- 
schen Methode fiir unsere Messungen ausgeschaltet werden. 


Messungen nach der Elektrometrischen Methode 
von Mislowitzer.* 
Die Analysen wurden genau nach den Angaben von Mislo- 
witzer ausgefiihrt, wobei das Mikroverfahren gewaihlt wurde. 


* Der Ausfiihrung dieser Messungen verdanken wir Herrn Dr. Jansosi. 
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Potentiometrische Titration geschah mittels des Potentiometers von 
Mislowitzer mit einer Serie blanker Platinelektroden. Alle in 
der Tabelle VII angefiihrten Zahlen, wurden auf Grund der mit 
allen Platinelektroden ermittelten Werte erhalten. 

Die Daten der Tabelle VII weisen auf die Identitaét der er- 
haltenen Ergebnisse mit den Messungen hin, welche nach der 
Hagedorn’schen Methode ausgefiihrt wurden. 


TABELLE VII. 


Reine i ; 33 
Glukoselésung. Reine Cholesterinsollésung . 
; ° z Filtriert durch Filtriert durch 
a = : 3 = Unfiltriert ordiniar. Filter. doppelt. Filter. 
oie Og — ARS ads Tete ers. 
ns ES = 
On! BS] BS law £8 14 2} #2 a2 
Bale os o= a Bolo Sysybolga Asko 
Bais] $8 Beisel EPs SleS Mee FSS 2/28 way) 2558 
Sa/85| Se |S eslee| se Eals 85188] SPES|SEAES| S224 
Ola |] HO mont) as) CS)5 6.5/8 67 OS a1 “Os 
Pree aia BSSCoe "| sae Sisal" | seo 
0.25} 0.38 0.5 | 0.08 
= & 0.15mg 
0.25] 0.35 0.5 | 0.06 Gluko 
0.50} 1.03 0.5 | 0.08 se 
0.50} 0.99 0.5 
0.75] 1.63) 
0.75} 1.60 
1.04] 2.3 


Die minimalen Cholesterinmengen (bis 0.5 mg) ergaben schon 
eine potentiometrisch bestimmbare Reduktion, welche als ent- 
sprechende Glukosereduktion ausgedriickt war. Der Einfluss 
verschiedener Analyseprozeduren (Filtration, Erwarmung) lasst 
sich hier ebenfalls konstatierem. Auch das Reduktionsvermogen 
eines Gemisches von Cholesterinsol und Glukose wurde potentio- 
metrisch gemessen (Tabelle VIII). Dabei liess sich meistens, bei 
geringsten Spuren von Cholesterinsol, schon eine Erhohung der 
Reduktion solehes Gemisches feststellen. Alle nach dieser Methode 
erhaltenen Daten bestatigen vollstandig das nach anderer Reduk- 
tionsmethode gefundene Reduktionsvermégen der Cholesterinsole. 
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Aus den ausgefiihrten Reduktionsmessungen folgt, dass die 
weitere Aufklirung der katalytischen und reduzierenden Eigen- 
schaften des Cholesterins wohl durch die Béstimmungen der Re- 
doxpotentiale von kolloidalem Cholesterin erreicht werden kann. 


II. VeErsucyH In VIVO. 


Es war von Intersse festzustellen, ob, bei direkter Einfiihrung 
grosser Cholesterinmengen ins Blut, es méglich sei, in einem solchen 
Blut auch ein erhéhtes Reduktionsvermégen zu bekommen. Die 
Versuche wurden an gesunden Kaninchen akut angestellt. Unter 
sterilen Kauteln, jedoch ohne Narcose, wurde die Bauchhohle von 
Kaninechen gedffnet und aus V. cava inf. das Blut zur Kontrollbe- 
stimmung entnommen. Daraufhin wurde in das V. portae 30 ecm 
eines 5% Cholesterinsols eingespritzt, sodass die Leber eine deut- 
liche milchartige Injektion erwies. Nach der Kinfiihrung wurde 
die Einspritzungsstelle sofort liegiert. HEtwa 5 bis 15 Minuten nach 
der Cholesterineinftthrung wurden die Blutproben aus_ ver- 
schiedenen Gefassen entnommen und die Blutreduktion nach der 
Methode von Hagedorn-Jensen bestimmt. Alle Organe wurden 
ausserdem durch Herrn Dr. G. Merkulow (1931) peinlichst 
histochemisch und morphologiseh untersucht. 

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in der Tabelle IX 
angefiihrt. Diese Daten zeigen eine enorme Erhéhung der Blut- 
reduktion nach der Cholesterineinfiihrung. Diese Reduktions- 
erhohung erreicht etwa doppelte Zahlenwerte im Vergleich mit der 
Blutreduktion bei denselben Tieren vor der Cholesteringabe. Die 
Berechnung zeigt, dass diese Blutreduktion nicht dem eingefiihrten 
Cholesterin allein zugeschrieben werden darf. 

Die psychogene Hyperglykamie kann man ausser Acht lassen, 
soweit eine moégliche BlutzuckererltGhung wegen erlittener Trauma 
schon in den Kontrollblutproben sich fussern miisste. Die histoche- 
mische Untersuchung an den Tieren, welche Herr Dr. Merkulow 
(Le.) ausgefiihrt hat, zeigte, dass die Leber der Versuchstiere so 
gut wie gar keine histochemisch (Polarisationsmikroskop) beweis- 
baren Spuren von eingefiihrtem Cholesterin aufwies, sondern ein 
enormes Bild einer gewaltigen Glykogenspeicherung erwies. Das 
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TABELLE VIII. 


Cholesterinsol—Glukose—Gemisch 


Gehalt in mg : : Eutspricht d. reduz. 
Titrations | “Pinigkeit der Glu- oe 
Glukose |g =o" mises kose in mg ia ie 
Cholesterin 
mg mg 
0.5 0.5 0.91 0.46 
0.25 » 1.15 0.55 
0.48 os 1.27 0.60 
ey a 7 0.27 0.19 
oe i dame ema ag ae 0.85 
0.29 1.0 | 0.35 0.22 
0.49 re 1.13 0.53 
1.07 fs; 2.70 1.16 
1.05 At ha SRE 1.20 
Lio | = Bid 1.58 
0.55 0.5 1.25 0.59 
0.50 =| = 0.91 0.46 Abfiltriert durch 
ordin, Filter 
0.54 = 1.18 0.57 
0.51 i 1.07 0.54 Abfiltriert durch 
doppelt, Filter 


Blut, auch alle andere Organe, bewiesen keine pathologischen 
Cholesterinanhaufungen. 

Diese Tatsachen fiihren zu dem Schluss, dass das eingefiihrte 
Cholesterin sich im Organismus umgewandelt hat und zwar mit 
einer ungemein grossen Geschwindigkeit. 

In unseren Versuchen scheint also die gefundene erholte 
Blutreduktion weder auf Cholesterin noch auf Glukose zurtick- 
zufiihren. Das Blut zeigte keine Hypercholesterinamie. Auch eine 
enorm hohe Hyperglykamie erscheint sehr unwahrscheinlich soweit 
die Leber mit Glykogen voll imprégniert war. Diese eigenartige 
Sachlage kann aber ihre Erklaérung wohl finden, wenn man von 
dem Standpunkt ausgeht, dass das eingefiihrte Cholesterin sofort 
im Organismus gebunden und weiter umgewandelt wurde. Reme- 
sow (1931) hat seinerzeit einen Ubergang der Sterine in Kohle- 
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TABELLE IX, 


Reduz. Fahigkeit bzw. Zuckergehalt des Blutes in mg % pie 
: 2 Nach der Einfiihrung des Cholesterins in V. porta & 
o a 
Or ; 2 5 
3 ey ~ f ws 
Be § |sa2|s82| 42 | 2 aes = 
d4| @ | SE8)\ SSS les Vee le | 2 ea 5 
m Aimee | Sy Be Bea sj 2 o a fa x 
Sides “$4 ) *84) 88 |; a | s ea 
rel 2 [Peale Bs] em lef 
— 213.5 115 — 149.5 | 159 82.5 | 88.5 | 2200 | Versuchs 
dauer8 
Min; 
99 188 110 170 162 168 176 | 53.5 | 2650 Pee ft) 
Min 
113 2145 148 235 167 146.5} 293 -- 2000 Pe! 3) 
Min. 


hydrate vermutet. Die Befunde von Merkulow (l.c.) bestatigen 
diese Annahme. Auch die von uns erhaltenen Tatsachen kann 
man so deuten, dass die erhéhte Blutreduktion nach der Choles- 
terinsoleinfiihrung auf Kosten des Umwandlungsproduktes des 
‘*Qlykocholesterids’’ erfolgt. Natiirlich muss letztere Behauptung 
mit gewissem Vorbehalt ausgesprochen werden, da es noch nicht 
gelungen ist, den vermuteten ‘‘Glykocholesterid’’ darzustellen und 
néher zu untersuchen. 


ZUSAM MENFASSUNG. 


Das kolloidale Cholesterin erweist reduzierende Eigenschaften, 
welche mit der Erhohung der Chohlesterinkonzentration wachsen. 
Das Reduktionsvermégen von Cholesterin wurde bestimmt und in 
den dieser Reduktion entsprechenden Glukosemengen ausgedriickt. 
Dieser Umstand ist auf die verwendete Bestimmungsmethodik 
zurtickzufithren. Die Fahigkeit des Cholesterins zur Reduktion 
ausserte sich ebenfalls in Gemischen mit Blutserum und Vollblut. 

Verschiedene physikalisch-chemische Faktoren, welche zur 
Veranderung der Kolloidstabilitat der Cholesterinpartikel fiihrten 
(Filtration, Kochen, Fallung), beeinflussen die Reduktionswerte 
des Cholesterins. 

Die gefundene Cholesterinreduktion ist offenbar dureh Un- 
gesattigkeit des Cholesterinmolekiils verursacht und steht mégli- 
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cherweise mit den katalytischen Eigenschaften des Cholesterins 
in engem Zusammenhang. Die Versuche an Tieren ergaben eine 
enorm hohe Blutreduktion, (nach der Cholesterinsoleinfiihrung 
direkt ins Blut), iiber deren Ursache keine klare Vorstellung zw 
ermitteln ist. Es scheint aber, dass dabei die Rolle der Leber von 
ausschlaggebender Bedeutung ist, was fiir den von Remesow 
vermuteten Ubergang der Sterine in Kohlehydrate spricht. 

Zum Schluss erlauben die ausgefiihrten Versuche zu behaup- 
ten, dass bei der Verwendung verschiedener Reduktionsmethoden 
(Hagedorn-Jensen, Bertrand, Mislowitzer) fiir Glukose- 
bestimmungen im Blute oder in dem cholesterinhaltigen Fliissig- 
keiten, eine Korrektion auf Sterinreduktion notwendig ist. 
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UBER EINE NEUE FARBREAKTION DER FRUCTOSE. 
Von 


SHO SUGAHARA. 


(dus dem biochemischen Laboratorium des Praéfekturkrankhauses gu Kobe. 
Vorstand: Dr. M. Takeda.) 


(Eingegangen am 28. December 1934) 


Es gliickte dem Verf. bei der Blutzuckerbestimmung, als er 
im enteiweissten Blut-Filtrat einen Versuch angesetzt hatte, um 
festzustellen, welche Enteiweissungsmethode am besten ist, den 
Reduktionswert der anderen reduzierenden Substanzen ausser Blut- 
zucker auf einen minimalen herabzusetzen, eine neue Farbreaktion 
der Fructose zu finden. Die Reaktion wird wie folgt ausgefiihrt : 

Setzt man je 1,0cem 2/3N-Schwefelséure und einer 10% 
Loésung des Natriumwolframat zu 1,0 cem Fructoselésung, und setzt 
dann noch eine geringe Menge von CaO dazu, bis das Medium 
schwach alkalisch wird, so nimmt der Niederschlag von CaO eine 
griine Farbe an; in erhdhter Konzentration der Fructose zeigt 
jedoch nicht nur der Niederschlag, sondern auch die Losung eine 
blaue Farbe an. 

Diese Reaktion wurde weiter an einer Reihe anderer Zucker- 
arten sowie anderer reduzierender Substanzen gepriift. Es erwies 
sich dabei, dass Galactose, Arabinose, Dioxyaceton, Harnsaure, 
Adrenalin usw. auch eine 4lnliche Reaktion geben; nur Glucose 
dagegen unter der Konzentration von 10% nicht. 

Ausser CaO ergeben SrO und Ba(OH)» ebenfalls eine alnliche 
Reaktion. Die Resultate der Versuche iiber wie fiir eine positive 
Reaktion erforderliche minimale Grenzkonzentration der Sub- 
stanzen werden in Tabelle I a wiedergegeben : 

Wie die Tabelle zeigt, geben Fructose bis 0,015%, Galactose 
sowie Arabinose bis 0,02%, Dioxyaceton sowie Harnsiaure bis 0.01% 
und Adrenalin bis zur Verdiinnung 1:170000 eine wahrnehmbare 
positive Reaktion, Tabelle Is und Ic veranschaulichen die Resultate 
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TABELLE [ A. 
Die fiir eine positive Reaktion erforderliche Grenzkonzentration 
der verschiedenen Zuekerarten hei CaO. 


Reagierende | 
Substanzen . 
Fructose] Galactose | Arabinose — : ee! Adrenalin 
Konzert- 
ration Ee 
0,25% + + * + + |1:50000 + 
0,2% ste tc of St ap 1: 100000 + 
0,15% + ets ts + + 1:150000+ 
0,1% * — = aS ifs 1:160000 + 
0,0075% a _ — = Te 1:180000+ 
0,005% = = = — — 1:190000— 


4 


NB.: Fiir den Adrenalinversuch ist 1/10N-H2SO, anstelle 2/3N-H2SO, 
verwendet worden. 


iiber die Grenzkonzentration bei der Verwendung von SrO und 


Ba(OH)>.. 


TABELLE IB. 
Die fiir eine positive Reaktion erforderliche Grenzkonzentration 
der verschiedenen Zuckerarten bei SrO. 


= Reagierende 


\ Substanzen 
rey } Fructose] Galactose | Arabinose msec ce Adrenalin 
Konzent- \_ 
ration PS 
AS eR Gee eee Faas hye ne a al see 
0,1% sf te | oF + |0,02% +)1:50000 + 
0,05% + ot ap + |0,0157% +) 1:100000+ 
0,04% = = + “| = }0,01% +)1:150000+ 
0,03% cal = a= — |0,0075% +/1:160000+ 
0,025% - = = — |9,005% —}1:170000— 


NB.: Fiir den Adrenalinversuch ist 1/3N-H:SO; anstelle 2/3N-H:SO, 
verwendet worden. 


Verwendet man nun anstelle von CaO. SrO und Ba(OH). 
andere Aklalien wie 144V-NaOH. so sieht man, wie Tabelle UL 


Uber eine neue Farbreaktion der Fructose. 87 


TABELLE I c. 
Bei Ba(OH)s. 


Reagierende 
Substanzen 
Dioxy-| Hurn- 


Fructose} Galactose | Arabinose oe 
aceton| sure 


Adrenalin 


EES 
a = Oe ee ee ee es 
0,05% + + + + |0,01% +]1:50000 + 
0,04% + is + + |0,0075%+|1:100000+ 
0,03% + + + + |0,005% +|1:120000+ 
0,025% + + a + 1:130000-+ 
0,02% = ss = + 1:140000— 


NB.: In diesem Versuche wurde anstelle von 2/3N-H2SO, 1/3N H:SO, 
und fiir den Adrenalinversuch nur 2/3N-H2SO, verwendet. - 


illustriert, ganz andere Verhialtnisse. Fructose, Galactose und 
Arabinose reagieren nicht mehr, wohl aber Dioxyaceton, Harnsdure 
und Adrenalin. 


TABELLE IT. 


Anstelle von CaO hier NaOH 


Na0H 1/10N 1/3N 2/3N 1N 13N 
Fructose a= =< = a = 
Galactose == = = ‘= ae 
Arabinose — a= = = <= 
Dioxyaceton = ss ete + 5 Ue 
Harnsaure = = | at tr teats 

+ + 


Adrenalin _ -- + 


Anstelle von CaO bier NH.OH 


NH.OH 1/10M 1/3M 2/3M 1M 2M 


Fructose = == = = re 
Galactose = a = = = 


Arabinose : - _ - - = 
Dioxyaceton = = = = = 
Harnsiure _ = = oe + 


Adrenalin — _ — rosa | rosa 
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Nimmt man aber anstelle von CaO usw. Ammoniak, so fallt 
die Reaktion mit Harnsaure allein nur schwach positiv aus, jedoch 
stets im Bereich einer Konzentration von ungefaihr 1 und 2 Mol 
NH,OH (Tabelle II). 

Werden die Ergebnisse mit denen der bisher verwendeten 
Fructose-Reaktionen verglichen, so erhellt, dass es sich z.B. bei der 
Anstellung der Seliwanoffschen Reaktion nur um eine ziemlich 
hohe Fructose-Konzentration handeln darf, wenn man lehrbuch- 
miassig, d.h. innerhalb 30 Sekunden einen positiven Ausfall 
erhalten will. Beischwacherer Konzentration muss man viel langer 
erhitzen. Wenn die Probe aber zu lang gekocht wird, so kénnen 
ausser Fructose noch andere Substanzen wie Glucose, Galactose, 
Dioxyaceton usw. auch eine positive Reaktion bedingen. Tabelle IIT 
gibt die Verhaltnisse zwischen der Zeitdauer bis zum Eintritt der 
Reaktion und der dafiir erforderlichen Konzentration der Zucker- 
arten anschaulich wieder. 


TABELLE IIT. 
Selivanoffsche Reaktion der verschiedenen Zuckerarten. 


ae 
~~ Zuckerarten 5 ; : 

# oe Fructose Glucose Galactose | Dioxyaceton 
Kochdauer ~— sais 

ee ee =: Ses ee Steere ews LE 


a 


~ 
bo 


Konzentration ——_ 


% Minuten Minuten Minuten Minuten 
0.1 site se =F == + 
0.075 
0.05 
0.025 
0.01 
0.0075 
0.005 
0.0025 = 


tt ++ + + 
t+ + + + 
It + + 


| 


H+ ++ +4 4+ 


Im allgemeinen wird die Seliwanoffsche Probe durch Harn- 
Nitrite oder- Indikan hetriachtlich, durch Urobilinogen aber voll- 
staindig gestért. Wenn die Ergebnisse der Reaktion des Verf. der 
Masechke- oder Pinoff-Probe gegeniibergestellt werden, so ist augen- 
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fallig, dass verfs. Reaktion hier auch viel empfindlicher ist als diese 
heiden Methoden (Tabelle IV). 


TABELLE IV. 


Maschkesche Probe. 


ae 2 
See Reagierende Substanzen 
" Primesks Fructose Dioxyaceton 
o ine ss 
ees | 
5 fF + 
3 + 5 B 
3 = + 
2 + + 
1 ae te 
0,75 ae au 
0,5 = <e 
0,4 A 
0,3 _ 4 
0,2 — Ee 
0,1 = + 
0,075 ~ she 
0,05 pd ay 
0,04 zg + 
0,03 a sf 
0,02 ie ae 
Pinoffsche Reaktion. 
Pa | | 
aK : Fructose Glucose Galactose | Dioxyaceton| Arabinose 
Polya, 
= SS a = opeses ye eee 
10 + 23 +: st 5 

8.0 = ih = = = = 

7,5 + — = = 7 

5,0 + 

3,0 + 

3,0 + 

2,0 + 

1,5 + 

1,0 = 

0,75 am 

0,5 | at 

0,4 2 | 

0,3 _ 


Die Versuche zeigen, dass die Diphenylaminprobe (d.i. Farben- 
reaktion der Fructose) im allgemeinen empfindlicher als verfs. 
Reaktion ist. Die ist jedoch insofern der Probe Verfs. unterlegen. 
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als sie in einer viel geringeren Konzentration der Glucose, in der 
meine Probe noch negativ bleibt, noch potitiv ausfallt. Ubrigens 
lasst sich sagen, dass wir bisher noch iiber keine Farbreaktion ver- 
fiigen, die nur fiir Fructose spezifisch ist. 

Ferner stellte Verf. seine Reaktion im enteiweissten Blutfiltrat- 
an. Es ergab sich, dass Fructose, Galactose, Arabinose und Dioxy- 
aceton in diesem eiweissfreien Filtrat genau so intensiv wie etwa 
reine Zuckerlésung nachzuweisen sind. Das beruht wohl darauf, 
dass die Harnsdure im Blut an und fiir sich schon in nur schwacher 
Konzentration, ja sogar in noch schwacherer Konzentration vor- 
handen ist, als sie eben noch positiven Ausfall bedingen kann. 
Ein gleichzeitiges Vorhandensein von Glucose spielt dabei keine 
Rolle. 

Im Harn lasst sich Fructose iibrigens wie in ihrer reinen 
Loésung deutlich nachweisen, wenn man von vornherein die Harn- 
sdure beseitigt, und zwar auf folgende Weise: Der Harn wird 
mit Natriumearbonat alkalisch gemacht, Zinksulfat wird zugesetzt, 
um die Harnsaure zu fallen. Der Uberschuss von Zink wird durch 
Zusatz von Natriumearbonat beseitigt. In diesem Filtrat wird 
Verfs. Reaktion angestellt. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Dureh die Farbreaktion des Verfassers wird es moglich, 
Fructose und Glukose voneinander zu differenzieren. Selbst in 
einer ganz niedrigen Fructose-Konzentration wie 0,015% ist der 
Nachweis noch moglich. 

2. Selbst in soleher Fructose-Konzentration, in welcher die 
tiblichen Nachweismethoden wie Seliwanoffsche, Maschkesche 
oder Pinoffsche Probe schon véllig ausblieben, kann die neue 
Reaktion noch stark positiv ausfallen. Im Vergleich mit der Di- 
phenylaminprobe ist die neue Reaktion nur etwas weniger empfind- 
lich, jedoch insofern der alten Probe iiberlegen, als sie im Gegen- 
satz zur Diphenylaminprobe nicht mehr durch gleichzeitig vor- 
handene Glucose beeintrachtigt wird. 

3. Gegeniiber unseren Reagentien verhalten sich Harnsiure, 
Dioxyaceton und Adrenalin ebenso empfindlich wie Fructose. Im 
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Gegensatz zu Fructose besteht aber eine positive Reaktion auch in 
dem Fall, in welechem das CaO iiberall durch starke Alkalien’ wie 
NaOH ersetzt worden ist. Nur auf diese Weise lassen sich Harn- 
siure, Dioxyaceton und Adrenalin relativ leicht von Fructose, 
Galactose und Arabinose trennen. Hine Differenzierung zwischen 
Fructose und Galactose resp. Pentose ist iibrigens nicht schwer, 
da man heute schon iiber spezifische Reaktion fiir die beiden 
letzteren Stoffe verfiigt. 

4. Fast genau so intensiv wie reine Zuckerlésung gibt Fructose 
im eiweissbefreiten Blutfiltrat eine positive Reaktion, Ebenso 
auch im Harn, aus dem die Harnsaure vorher schon vdllig entfernt 
worden ist. 

Herrn Prof. Dr. T. Takeda méechte ich meinen verbindlichen 
Dank auszusprechen fiir seine Beratung und Leitung, und auch 
an dieser Stelle noch Herrn Prof. Dr. 8S. Kakiuchi (Professer an 
der Kaiserlichen Universitét zu Tokio) danken fiir seine Miihe, 
diese Arbeit freundlicherweise durch zu sehen. 
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STUDIEN UBER DEN NUCLEINSTOFFWECHSEL. 
VII. Mitteilung: Uber die Polynucleotidase. 


Von 


KATASHI MAKINO. 


(Aus der Inneren Abteilung des Dairen-Hospitals, Dairen, 
Siidmandschurei.) 


(Eingegangen am 30, Dezember 1934) 


Nucleoproteide und Nucleine werden in Eiweiss und Nuclein- 
sauren gespalten. Der enzymatische Abbau der Nucleinsdiuren 
verlauft im lebenden Organismus allmahlich, stufenweise. Bei 
der fermentativen Spaltung der Nucleinséure mit Nucleasen vou 
verschiedenen Organen werden die Abbauprodukte der erwihnten 
Sauren Nucleotide, Nucleoside und Purinbasen isoliert. Ausserdem 
hat sich gezeigt, dass nur gewisse Organe imstande sind, eine voll- 
stindige Hydrolyse der Nucleinséure herbeizufiihren, wahrend 
andere Organe nur eine teilweise Hydrolvse der Nucleinsiuren 
bewirken. 

Hauptsachlich lasst sich die Existenz verschiedener Nucleasen 
nur an Hefenucleinséure demonstrieren. Der Verlaut des enzy- 
matischen Abbaus der Thymonucleinsaure steht bisher noch nicht 
mit Sicherheit fest, hauptsachlich weil die notwendigen Komponen- 
ten der Thymonucleinséure erst kiirzlich isoliert wurden. 

Die Klassifikation der Nucleasen bezieht sich bisher nur aut 
die Ribonucleinséiure. Da sich die Auffassung bestatigt, dass in 
den Polynucleotiden die Bindung zwischen den einzelnen Mono- 
nucleotiden lediglich dureh die Phosphorséure und die Zucker 
erfolgt, so sind die diese Bindung lésenden Enzyme (Polynucleo- 
tidase) den Esterasen anzureihen. 

Neuerdings konnten Thannhauser, Levene wund_ ihre 
Mitarbeiter durch enzymatische Spaltung der Thymonucleinsdure 
Purin- und Pyrimidinnucleotide (Dezoxyribonucleotide) und 
Purin- und Pyrimidinnucleoside (Desoxyribonucleoside) isolieren. 

Man kann daher dieselbe Klassifikation, wie die Nucleasen der 
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Ribonucleinsauren, auf die Nucleasen der Desoxyribonucleinsauren 
anwenden. Jedoch gelingt es bisher niemand, Polynucleotidase 
von Thymonucleinsaure zu isolieren. 

Klein und Thanhauser konnten Mononucleotide durch 
Depolymerisierung der Thymonucleinséure mit Darmnuclease 
isolieren, deren Nucleophosphatasewirkung vorher durch Zusatz 
von Arsenat gehemmt wurde. Dies bedeutet jedoch nicht die 
Isolierung der Polynucleotidase, sondern nur die Hemmung der 
Phosphatasewirkung. Uber Ribopolynucleotidase bemerkt Levene. 
‘‘Die Existenz dieses Enzyms geht aus der Wirkung von Blutserum 
und hamolysiertem Hundeblut auf Nucleinsiure hervor.’’ W. 
Jones fand, dass beim Kochen des wisserigen Extraktes von 
Schweinepankreas die Zerlegung der Hefenucleinséure in Mono- 
nucleotide nicht gehemmt ist, wahrend die Nucleophosphatase vollig 
zerstort ist. Indessen ist zweifelhaft, ob diese Reaktion rein 
enzymatiseh ist. 

In der vorliegenden Mitteilung soll die Fermentwirkung eines 
Handelspriparates (Trypsin von Merck) beschriebén werden, das 
nur die depolymerisierende Wirkung auf Hefe- und Thymonuclein- 
sauren ausiibt, aber weder Nucleophosphatase noch Nucleosidase- 
Wirkung hat. 

Man kann daher annehmen, dass es auch mdglich sei, die 
Depolynucleotidase allem von den anderen Nucleasen zu trennen. 

Zur Klassifikation der Nuclease mag foleendes Schema dienen. 


TABELLE I. 
Ribo- (Desoxyribo-) nuclease 


Substrat | Enzym | Reaktionsprodukt 
1) Ribo-(Desoxyribo-) 
polynucleotide 


1) Ribo-(Desoxyribo-) | 1) Ribo-(Desoxyribo-) 
polynucleotidase | nucleotide 


Jones’ Tetranucleo- 


Levene’s Nucleinase, 
Hefe-(Thymv ) | | 


nucleinsaure | - tidase, Nucleotida- 
H cidase | 
3) Ribo-Desoxyrilo-) ' 2) Ribo-(Desoxyribo-) 2) Ribo-(Desoxyribo-) 
nucleotide | nucleotidase i nucleoside 
[Mononueleotide ] . [Nucleophosphatase ] 


3) Ribo-(Desoxyribo-) | 3) Ribo-(Desoxyribo-) 3) Purin-, Pyrimidin- 
nucleoside nucleosidase basen 
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Purin-, Pyrimidinbasedesamidasen 
4) Nueleodesamdase{ Nucleosiddesamidasen 
Nucleotiddesamidasen 


5) Purinnucleinase: Fermente, die die Basen-Zuckerbindung der Mono- 
nucleotide bei intakter Phosphorséure-Zuckerbindung spalten 


EXXPERIMENTELLER TEIL. 


Die Messung der depolymerisierenden Wirkung des Ferment- 
praparates beruht auf folgenden Reaktionen: 1. Die Nucleinsdure- 
lésung gibt durch Zusatz von HeSO, oder HCl eine flockige 
Triibung. Diese Reaktion ist ausserst empfindlich. Die Lésung 
der Mononucleotide gibt keine solehe Triibung. 2. Bei der De- 
polymerisierung der Nucleinsiure tritt die Vermehrung der 
Aciditats in der Lésung auf, die Nucleinsdure enthalt. 

Zur Untersuchung kommen thymonucleinsaures Natrium von 
Kahlbaum und hefenucleinsaures Natrium von Merck. Ferment: 
Trypsin von Merck. 


Versuthsansatze : Ferment + Substrat + H.O 
Kontrolle: Ferment + HO 


Die Digestionsansdtze werden am Beginn mit NaOH neutrali- 
siert. 

Nachweis der freien Purine: Die Digestionsmischung wird 
mit Ammoniak alkalisch gemacht, mit ammoniakalischer Silber- 
nitratlosung gefallt. 

Nachweise der freien Phosphorsiure: Die Loésung wird mit 
Ammoniak alkalisch gemacht, dann mit Magnesiamischung gefallt. 
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Makino. 
TABELLE II. 
Versuch mit Thymonueleinsiure. (bei 38°) 


kx. 
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_ STUDIEN UBER DEN NUCLEINSTOFFWECHSEL. 


VIII. Mitteilung: Uber.die gebundenen und freien Purine 
in den Organen des Rindes. 


Von 


KATASHT MAKINO, 


(Aus der Inneren Abteilung des Dairen-Hospitals, Dairen, 
Siidmandschurei.) 


(Eingegangen am 30. Dezember 1934) 


Nucleoproteide und Nucleine spielen bekanntlich in den Zell- 
kernen eine dominierende Rolle; alle Kerne bestehen zum groéssten 
Teil aus diesen Stoffen. Neben schter Nucleinsaéure besitzen die 
Orange einige Mononucleotide. Sie existieren in freien Form oder 
in mit Nucleinséure gebundener Form. Die ersteren sind Muskel- 
adenylsiiure (Adenosintriphosphorséure) und Herznucleotid. Die 
letzteren sind identisch mit den aus Hefenucleinséure dargestellten 
Mononucleotiden. 

Nucleoproteide und die phosphorreicheren Nucleine werden 
unter der Einwirkung der in Organen enthaltenen proteolytischen 
Fermente zerlegt. Ubrig bleibt Nucleinsiure. Auch diese wird 
zerleet. Durch Polynucleotidase wird Nucleinséure in vier Mono- 
nucleotide geteilt. Dann werden Mononucleotide durch Nucleo- 
tidase dephosphoryliert. Nun entstehen Nucleoside. Diese werden 
durch Nucleosidase zerlegt. Anderseits werden Aminopurine oder 
Aminopyrimidine auf verschiedenen Stufen desaminiert. Zum 
Beispiel aus Adenosin entsteht Inosin, aus Guanosin Xanthosin, 
aus Cytidin Uridin. 

Weiterhin, die Tetranucleotide werden auch im Diinndarm zu 
Mononucleotiden und Nucleosiden aufgespalten, und gelangen dann 
zur Resorption und in den intermedidren Stoffwechsel. Weiter 
geht die Spaltung im Diinndarm nicht. Schon bei der Verdauung 
treten die Depolymerisierung und die Dephosphorylierung des 
Nucleinsiéuremolekiils auf. Nueleinsaure, Adenylsdure und 
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Adenosin haben starke pharmakologische Wirkung. Sie werden 
daher vor der Resorption durch Nucleotidacidase, Phosphatase und 
Desamidase zerlegt (Inosinbildung). Dagegen wird die NHe- 
Gruppe des Guaninkerns im Diinndarm von Kaninchen und Kalb 
nicht desaminiert. F 

Schon liegen Untersuchungen von Levene und seinen 
Schiilern vor, welche in vergleichender Weise die Wirkung der 
Nuclease einerseits auf die komplexen Nucleinséuren und ander- 
seits auf ihre héheren Spaltprodukte studieren. Als Fermentquelle 
dienten ihnen die Presssifte von verschiedenen Organen (Leber, 
Niere, Pankreas, Herzmuskel), der Extrakt der Darmmucosa, Blut 
und Blutserum, sowie endlich Pawlowsche Verdauungssafte des 
normalen Hundes. Sie fanden, dass die Nuclease kein einheitliches 
Ferment darstellt, dass man vielmehr unterscheiden muss zwischen 
einer Nucleinase, die die Nucleinsaéure zu Mononucleotiden depoly- 
merisiert und mit Ausnahme des Magens iiberall vorhanden ist, 
ferner einer Nucleotidase, welche die Dephosphorylierung der 
Nucleotide bewirkt und mit Ausnahme des Magen- und Darmsaftes 
iiberall enthalten ist, und endlich einer Nucleosidase, welche 
Nucleosid aufspaltet und allen Organsdften mit Ausnahme des 
Blutes, des Pankreas und der Fermente des Magendarmkanals 
zukommt. Damit soll jedoch nicht gesagt sein, dass alle erwihnten 
Fermente sich in jeder einzelnen Driise vorfinden miissen. Im 
Gegenteil scheint jede einzelne Driise sich dureh in ihr enthaltene 
Fermente zu charakterisieren. 

Der enzymatische Abbau der Nucleinséuren verlauft also 
allmahlich, stufenweise. Nur gewisse Organe sind imstande, eine 
volistandige Hydrolyse der Nucleinséure herbeizufiihren, wihrend 
andere Organe nur eine teilweise Spaltung bewirken. Zum Beispiel 
zerlegt Schwemepankreas Nucleinséure unter Bildung von 
Guanosin, das nicht weiter geandert wird; das gleichzeitig ent- 
stehende Adenosin wird in Inosin als Endprodukt umgewandelt. 
Im Gegenteil erhalt man durch Einwirkung von Schweineleberex- 
trakt auf Nucleinsdure zunachst Xanthosin (offenbar dureh 
Desaminierung von Guanosin), aus dem dann bei fortgesetzter 
Digestion durch Hydrolyse freies Xanthin hervorgeht. 
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Je nach der Funktion hat jedes einzelne Organ verschiedene 
Nucleasen in wechselender Menge. So kann man annehmen, dass 
die Verteilung und die Menge der Abbauprodukte der Nucleinstoffe 
in allen Organen verschieden sein muss. 

In der vorliegenden Mitteilung sollen die Bestimmung der 
gebundenen und freien Purine und die Art der Purine in den 
Organen des Rindes beschrieben werden. 


Experimenteller Teil. 
I. Miz. 
A, Frische Milz. 
1) Bestimmung der freien Purine: 

Nach der Untersuchung von Thanhauser und Czoniczer 
werden Nucleotide vollstindig durch 1.55%ige Uranylacetatlésung 
vefallt, wahrend freie Purine und Nucleoside in verdiinnten 
Losungen keine Fallung geben. Die Bestimmung der freien Purine 
fiihren wir auf folgende Weise aus. 

Die Organe werden in der Fleischmaschine zerkleinert. Eine 
abgewogene Menge des Organbreies (50 g) wird mit 100 cem destil- 
liertem Wasser zerrieben, mit 200cem oder mehr 1.55% igern 
Uranylacetat versetzt, durch Zusatz von Wasser auf 400 ccm 
gebracht. Der dabei entstandene Niederschlag wird abfiltriert, mit 
Wasser gewaschen. Filtrat und Waschwasser werden vereinigt, 
durch Zusatz von NaOH vom Uran befreit, nach Zusatz von 
H.SO,(5%) in siedendem Wasserbad 2 Stunden hydrolisiert, mit 
NaOH neutralisiert. 

Die Purine werden nach Kriiger-Schmidt mit Kupfersulfat 
und Natriumbisulfit niedergeschlagen. Der Niederschlag wird 
griindlich mit Wasser gewaschen, dann im Kjeldahlkolben gespiilt. 
Zur quantitativen Bestimmung des Puringehaltes des Kupfer- 
oxydulniederschlage verwandten wir die N. Bestimmungsmethode 
nach Kjeldahl. 

Die Menge des freien Purinstickstoffs in 50 g Rindermilz. 


= 0.006 g = 0.012 g in 100 g Milz. 
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2) Bestimmung der gebundenen Purine: 

Der Organbrei wird mit 5%iger Schwefelsiure wahrend 6 
Stunden unter Riickflusskiihler gekocht. Das Hydrolysat wird 
mit NaOH neutralisiert, filtriert, dann nach Kriiger-Schmidt 
mit Kupfersulfat und Natriumbisulfit gefallt. Der Niederschlag 
wird griindlich mit Wasser gewaschen, dann im Kjeldahlkolben 
gespilt. 

Dann Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 

Die Menge des in 50g Rindermilz vorhandenen Purinstickstoffes. 


= 0.073 g=0.146 g in 100 g Milz. 
Die auf diese Weise berechnete Zahl ist der Gesamtstickstoff- 
wert fiir die freien und gebundenen Purine. Zieht man von diesem 
Wert die Zahl des freien Purinstickstoffs ab, so erhalt man den 


Stickstoffwert der gebundenen Purine. 
0.146 — 0.012 = 0.134 (g) in 100 ¢ Milz. 


3) Arte der Purinkorper: 


Die Organe (400g) werden mit n/5 Schwefelsdure verrieben, 
deren Volumen aufgezeichnet wurde; dann wird der Brei in eine 
kochende Losung gegossen,-die auf 100¢ n/5 HeSO, etwa 200¢ 
2/5 n-Natriumacetat enthielt. Nach Koagulation des Hiweisses 
wird der Niederschlag filtriert und gewaschen(C). Das Filtrat 
wird auf Lackmus neutralisiert und auf je 11 mit 100ecem oder 
mehr gesdttigter Uranylacetatlbsune und darauf mit 5eem 
gesittigter NasHPO,-Lésung versetzt. Der Niederschlag setzt sich 
gut ab, die Fliissigkeit wird nach 24 Stunden abgegossen, dann 
wird der Niederschlag(a) scharf zentrifugiert und gewaschen; 
Filtrat und Waschwasser werden vereinigt(b). 

Wir haben also drei Fraktionen: Niederschlag a, enthaltend 
die extrahierten Nucleotide, Filtrat b, enthaltend die freien Purine 
und Nucleoside, und den Extraktionsriickstand ¢, enthaltend die an 
Eiweissniederschligen gebundenen Nucleotide (f-Nucleoproteid ) 
und echte Nucleinsaure. 

Filtrat b wird dureh Zusatz von NaOH vom Uran befreit, 
filtriert, genau in zwei gleiche Portionen geteilt. Eine Hilfte wird 
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mit Ammoniak alkalisch gemacht, stark eingeengt, dann mit 
ammoniakalischer Silberloésung gefallt. (bI Fraktion der freien 
Purine). Die andere Halfte wird mit 5% HeSO, im siedenden 
Wasserbad hydrolysiert, mit Ammoniak alkalisch gemacht, dann 
mit ammoniakalischer Silberlésung gefallt (b IT). 

1) Fraktion der freien Purine: 

Die Silberfallung der freien Purine (b1) wird scharf zentri- 
fugiert, einmal mit schwacher Ammoniaklésung gewaschen und 
kommt fiir die Nacht in einen Vakuumexsikkator iiber Schwefel- 
saure, nachdem der Niederschlag auf die Wande des Zentrifu- 
gierrodhrchens gut verteilt ist. Dann wird der Silberniederschlag 
mit warmem Wasser verteilt und durch Zusatz von verdiinnter 
Salzsaure das Chlorsilber gefallt, nach Absitzen zentrifugiert und 
ausgewaschen. Die Loésung der salzsauren Purine wird auf dem 
Wasserbard eingeengt, schliesslich im warmen Luftstrom (F6hn) 
zum Trocknen gebracht und fiir einige Stunden im Vakuumexsik- 
_ kator tiber Natronkalk gehalten. 

Die Isolierung der einzelnen Basen geschah nach der Vor- 
schrift von Steudel. 

Aus 400g Milz wurden gefunden 0.011 g Guanin, aus dem 
Filtrat des Guanins wurden 0.012 ¢ Adeninpikrat isoliert. Das 
Filtrat vom Adenin enthalt die Oxypurine. Zur Entfernung der 
Pikrinséure wird die Losung mit Schwefelsdure bis zur sanren 
Reaktion auf Kongo angesduert und die Pikrinsdure mit Ather 
extrahiert. Die Fliissigkeit wird mit Ammoniak neutralisiert und 
die Oxypurine in der iiblichen Weise mit ammoniakalischer Silber- 
nitratlosung gefallt: Die Silbersalze werden dann in heissem 
Wasser suspendiert und mit Salzsiaure vorsichtig in die salzsauren 
Salze iibergefiihrt. Weitere Trennung der salzsauren Purine in 
Xanthin und Hypodanthin geschah in der iiblichen Weise. 0.027 g 
Hypoxanthin, 0g Xanthin. 


2) Nucleosidfraction: Der Silberniederschlag (b II) der 
Nucleoside+ Purine-Fraktion wird wie oben verarbeitet. Gefunden 
werden 0.032 ¢ Guanin, 0.032 g Adeninpikrt, Spuren von Xanthion 
und 0.037 g Hypoxanthin. 


102 K. Makino: 


Zieht man von diesen Werten die Zahlen der freien Purine ab, 
so erhalt man die Werte fiir Nucleoside (in 400 g milz). 

Purine der Nucleasidfraktion: 0.021 g Guanin (Guanosin), 
0.020 g Adeninpikrat (Adrenosin), 0.010 g Hypoxanthin (Inosin) 
und Spuren von Xanthin (Xanthosin). 


3) Nucleotidfraktions: Sie wird durch Zusatz von NaOH 
von Uran befreit, mit H2SO, hydrolysiert, dann Isolherung der 
Purinbasen in der iiblichen Weise. Erhalten: Guanin (Guany!]- 
suure) 0.037 g, Adeninpikrat (Adenylsaure) 0.032 g, Xanthin(Xan- 
thylsiure) Spuren, Hypoxanthin (Inosinsaure) Spuren. 


4) Fraktion C (Nucleoproteid+ Polynucleotide): Sie wird 
mit H2SO,4 hydrolysiert, dann Isolierung der Purimbasen. Erhalten: 
Guanin 0.235 g, Adeninpikrat 0.327 g, Xanthin Spuren, Hypoxan- 
thin Spuren. 

Betrachtet man die Ergebnisse dieses Versuches zusammen, 
so liefern sie das wichtige Resultat, dass sich in der frischen 
Rindermilz die Purinbasen vornehmlich in gebundener Form be- 
finden. Er entspricht seiner Bindungsweise nach dem Purinteil 
der Nucleoproteid-Nucleinsaurefraction (Gekoppelte Nucleinsdure- 
fraction). Die friseche Rindermilz enthalt daher im wesentlichen 
Guanin und Adenin, und eine viel geringere Menge von Oxypurine. 


B. Autolysierte Milz. 


000 ¢ Rindermilz werden fein zerkleinert, unter Zusatz von 
Toluol 4-6 Wochen lang bei 38°C egehalten. Nach Abbruch des 
Versuchs wird das Autolysat wie im Versuch mit frischer Milz 
verarbeitet. 


1) Fraktion der freien Purine: Die Menge des in 5 ¢ Rinder- 
milz vorhandenen Stickstoffs der freien Purine =0.037 g=0.074 ¢ 
in 100 g Milz. 


2) Fraktion-der gebundenen Purine: Die Menge des in 50 ¢ 
Rindermilz vorhandenen Stickstoffs der gebunden Peano Us 036 2 
=0.072 in 100 ¢ Milz. 
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3) Art der Purinbasen: Fiir die Untersuchung kommen 
300 g Milzautolysat zur Verwendung. 


Fraktion der freien Purine. 


Guanin 0.038 
Adeninpikrat —- 

Xanthin 0.062 
Hypoxanthin 0.086 


Analyse des Guanins. Dasselbe wird als Sulfat analysiert. 
0.0334 g Subst: 0.010701 g N, 
Ber. fiir (CsNsHsO) 2 H280;: + 2H20 32.11% N 
Gef. 32.02% N, 


Analyse des Xanthins. 
0.0450 g Subst.: 0.0166 g N, 
Ber. CsHiNiOz 36.84% N. 
Gef. 36.88% N, 


Fraktion der Nucleoside. 


Guanin (Guanosin) 0,041 
Adeninpikrat (Adenosin) 0.017 
Xanthin (Xanthosin) 0.042 
Hypoxanthin (Inosin) 0.054 
Nucleotidfraktion. 
Guanin 0.013 
Adeninpikrat 0.021 
Xanthin 0.023 
Hypoxanthin 0.029 
Fraktion C (Nucleoproteid + Nucleinsduren). 
Guanin , 0.087 
Adeninpikrat 0.106 
Xanthin Spuren 
Hypoxanthin — 


Bei diesem Versuch stellt es sich heraus, dass ca.50% der 
Gesamtpurine im Laufe von 4-6 wochentlicher Autolyse in die 
mit Uran nichtfallbare Fraktion iibergehen. Von den freien 
Purinen ist die Vermehrung des Hypoxanthins am deutlichsten 
(Statt des Adenins.) Am nachsten steht Xanthin. Auch vermehrt 
sich Guanin, aber nicht Adenin. Von den Nucleosiden vermehrt 
sich Inosin, Xanthosin und Guanosin, aber nicht Adenosin. Nach 
Jones geht bei der Spaltung der Guanylsiure in der Rindermilz 
folgendes vor sich: 1. Bildung von Nucleosid (Guanosin) aus 
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der Guanylsiure und Desaminierung desselben, 2. Spaltung des 
Nucleosids und Desamidierung des gebildeten Guanins zu Xan- 
thin. 


II. Leper. 
A. Frische Leber. 

Die Versuchsanordnung ist die gleiche wie im Versuch mit 
Rindermilz. 

Fraktion der freien Purine. 

Stickstoff der freien Purine. 

= 0.012 ¢ in 100 @ Leber. 
Fraktion der gebundene Purine. 

= 0.087 g in 100 g Leber. 

Aus dem Versuch ergibt sich, dass in frischer Rinderleber nur 
12% der Gesamtpurine sich in der phosphorfreien Fraktion 
(Nucleoside, freie Purine) befinden, wahrend der grésste Teil der- 
selben in der mit Uran fallbaren Fraktion enthalten ist. 


S B. Autolysierte Leber. 

500 g Leber werden fein zerkleinert, unter Zusatz von Toluol 
4-6 Wochen lang bei 38°C gehalten. Nach Abbruch des Versuchs 
wird das Autolysat wie oben verarbeitet. 

1. Fraktion der freien Purine. 

= 0.073 g in 1002 Leber. 
2. Fraktion der gebundenen Purine. 
= 0.039 g in 100 g Leber. 

Nach 4-6 wochentlicher Autolyse werden 65% der Gesamt- 
purine der Rinderleber in der mit Uran nicht mehr fillbaren 
Fraktion gefunden, wahrend 35% derselben noch in der phosphor- 
haltigen Fraktion zuriickbleiben. 


3. Art der Purinbasen. 

Fiir die Untersuchung kommen 200 g Leber zur Verwendung. 

In der Fraktion der freien Purine ist die erhebliche Ver- 
mehrung des Hypoxanthins und des Xanthins zu bemerken. 
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Guanin sowie Adenin sind nur spurenweise vorhanden. In der 
Nucleosidfraktion werden Xanthosin und Hypoxanthin gefunden. 
Was mit Guanosin und Adenosin geschicht, so kann ich keine 
deutliche Vermehrung derselben beobachten. Nach Schittenhelm’ 
u. Wiener verarbeiten Schweineleberausziige gréssere Mengen von 
Guanosin relativ schwer, leichter jedoch Thymusnucleinsidure, 
wobei Guanin und etwas Xanthin auftreten. Die Desaminierung 
geht hier wahrscheinlich am Guanosin- und Guaninmolekiil vor 
sich, denn Guanasewirkung und die Anwesenheit von Xanthosin 
konnen sichergestellt werden. Auch bei der Autolyse der Rinder- 
leber verlauft allem Anscheine nach die Aufspaltung der Leber- 
nucleinséure auf ahnlichem Wege. 


III. PanxkreEas. 


A. Frisches Pankreas. 
Fraktion der freien Purine. 
= 0.022 g in 1002 Pankreas. 
Fraktion der gebundenen Purine. 
= 0.074 g in 100g Pankreas. 
In dem frischen Pankreas werden 23% der Gesamtpurine 
schon in der phosphorfreien Fraktion gefunden, waihrend 77% 
derselben sich noch in der phosphorhaltigen Fraktion befinden. 


B. Autolysiertes Pankreas. 

5002 Pankreas werden fein zerkleinert, wnter Zusatz von 
Toluol 4-6 Wochen lang bei 38° gehalten. Nach Abbruch des 
Versuchs wird das Autolysat wie oben verarbeitet. 

Fraktion der freien Purine (Nucleoside+ freie Purine). 

= 0.066 g in 100 g Pankreas. 
Fraktion der gebundenen Purine. 
= 0.035 g in 100 g Pankreas. 

In Verlauf von 4-6 Wochen geht der erhebliche Anteil der 
Purinbasen in die mit Uran nicht mehr fallbare Fraktion iiber. 

Wie unten beschrieben, besitzen die freien Purinbasen nur 
einen kleinen Teil der Gesamtpurins, wihrend der grosste Teil 


106 Kk. Makino: 


aus Nucleosiden besteht. 


Art der Purinbasen. 


Fiir die Untersuchung kommen 200g Pankreas zur Ver- 


wendung. 

Fraktion der freien Purine. 
Guanin —_ 
Adeninpikrat — 
Xanthin 0.012 
Hypoxanthin = 0.017 

Nucleosidfraktion. 
Guanin (Guanosin) 0.076 
Adeninpikrat (Adenosin) 0.021 
Xanthin (Xanthosin) Spur 
Hypoxanthin (Inosin) 0.087 


Analyse des Guanins. (als Sulfat) 


0.0721 Subst.: 0.0227 g¢N 

Ber. fiir (Cs5NsH;0)2H»SOi+2H20 32.11% N 

Get, 31.48% N 

Nucleotidfraktion. 

Guanin (Guanylsiure) 0.013 
Adeninpikrat (Adenylsaure) 0.027 
Xanthin (Xanthylsdure) Spuren 
Hypoxanthin (Inosinsaure) — 


Fraktion C. (Nucleoproteid + Nucleinsdure). 


Guanin 0.032 
Adeninpikrat 0.035 
Xanthin ® Spuren 
Hypoxanthin Spuren 


Wie oben erwahnt, ist trotz nach langerer Autolyse die Menge 
der freien Purine verhaltnissmassig gering. Dagegen ist die 
Vermehrung der Nucleoside betrichtlich, bei den Nucleosiden ist 
der Gehalt an Inosin und Guanosin erheblich, wahrend Adenosin 
und Xanthosin nur in geringer Menge bestehen. Dieser Versuch 
zeigt also die Adenosindesamidasewirkung der Rinderpankreas in 
Abwesenheit von Guanosindesamidase. Nach einigen Forschern 
geben ahnliche Resultate die Versuche mit Schweinepankreas. Ber 
der Eimwirkung von Sehweinepankreas auf Thymonueleinsiure 
entstehen primar Guanosin und Adenosin, keine Purinbasen. 
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Letztere werden aber bei der Hydrolyse des Verdauungsgemisches 
mit verdiinnter Schwefelsiure sofort gebildet. . 
Ks entstehen Guanin und Hypoxanthin. 


Guanosin Adenosin 
H2SO,4 | | desaminiert 
Guanin Inosin 
H.SO,4 
Hypoxanthin 
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STUDIEN UBER DEN NUCLEINSTOFFWECHSEL. 


IX. Mitteilung: Die Beziehungen des Gewebeammoniaks 
zum Nucleinstoffwechsel. 


Von 


KATASHI MAKINO. 


(Aus der Inneren Abteilung des Dairen-Hospitals, Dairen, Siidmandschurei) 
(Hingegengen um 80, Dezember 1934.) 


In jiingster Zeit konnte der Nachweiss gefiihrt werden, dass 
bei gesteigerter Funktion verschiedener Organe Ammoniakbildung 
erfolet. Sie tritt als regelmdssige Begleiterscheinung der Muskel- 
kontraktion auf, und ebenso auch nach jeder stirkeren Belichtung 
der lebensfrischen Froschnetzhaut. Dass vermehrte Organtitig- 
keit mit gesteigerter Abgabe von Ammoniak an die Umbebung 
verbunden sein kann, hatte erst vor kurzem Tashiro an isolierten 
Froschnerven und spater gemeinsam mit Lee auch an der Frosch- 
muskulatur gezeigt; fiir den Nerven wurden diese Versuchsergeb- 
nisse von Winterstein und Hirschberg bestiatigt. 

Schon lange ist es bekannt, dass Desamidase im Purinstoff- 
weclhsel eine bedeutende Rolle spielen. Die Desaminierung kann 
entweder am freien Purin stattfinden (Purindesamidase wie 
Guanase) oder auch an gebundenem Purin. Durch die Wirkung 
der Purindesamidasen wird das Guanin unter Abspaltung der 
Aminogruppe in Xanthin und das Adenin analog in Hypoxanthin, 
ebenso durch die Wirkung der Nucleosiddesamidasen das Guanosin 
in Xanthosin und das Adenosin in Inosin umgewandelt. 

Dass die autolytische Ammoniakbildung in Driisen durch die 
Desaminasewirkung auf Nucleotide oder Nucleoside erfolgt, haben 
P. Gyorgy und H. Roéthler in ausgedehnten Versuchen erwiesen. 
Als Quelle des bei der Arbeit des Muskels und der Niere auf- 
tretenden Ammoniaks konnte die Muskeladenosinphosphorsdure 
in Untersuchungen von Embden und seinen Schiilern erkannt 
werden. Neuerlich nehmen Parnas und seine Mitarbeiter in 


109 


110 K. Makino: 


Ubereinstimmung damit, wenigstens fiir die anaerobe Tatigkeit, die 
Adenosinphosphorsaéure und die Adenosintriphosphorséure als 
wichtige Quelle fiir die Ammoniakbildung an. Die erwahnten 
Adeninderivate wurden innerhalb 3} Stunden vollstandig durch 
Kaninchenmuskel desaminiert. Es ist daher nicht bedeutungslos, 
die autolytisehe Ammoniakbildung in verschiedenen Organen zu 
bestimmen. 


I. User pie AMMONIAKBILDUNG INNERHALB DER 
ERSTEN 3 STUNDEN. 
A. Versuch mit Kaninchen Leber. 

Die Kaninchen wurden dureh Halsschlag getétet und ihre 
Organe nach rascher Entfernung der Kapsel mit einer Pinzette 
und einer Schere moéglichst fein zerschnitten. 

Ein Teil dieses Breis, etwas 3-49, wurde zur Bestimmung 
des von vornherein vorhandenen Ammoniaks (A) in Erlenmeihyer- 
kodlbchen, die mit 20cem Salzsaure von 1% vorgewogen waren, 
versenkt, wobei fiir moéglichst rasche Durchtrankung des Organ- 
breis mit der Salzséure durch schwenkende Bewegungen gesorgt 
wurde. Sofort nach Feststellung der Menge des Organbreis durch 
eine zweite Wagung wurde der Ammoniakgehalt genau in der 
tiblichen Weise ermittelt (Durchliiftung, dann Nesslerisation). 
Etwa 1g des Organbreis wurde in 15 ecem 2% Natriumearbonat- 
lésung suspendiert, wobei das Gewicht in der eben beschriebenen 
Weise ermittelt wurde, und fiir 34 Stunden bei 37° exponiert, 
dann der dabei entstehende Ammoniak bestimmt (B-Wert). 


TABELLE I. 
Expositionszeit Gewicht der Lebersubstanz mg Ammoniak 
in Minuten ing in 100 ¢ 

20 3.1 21 
40 3 3.6 
60 3.2 9.8 
130 3.3 14.0 
160 3.6 13.2 
190 3.6 | 12 
210 3.2 21.4 
250 ath 21.0 

! 

\ 


300 3.2 
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Man sieht aus der Tabelle I, dass die nach 34 stiindiger Ex- 
position bei 37° erhaltenen Werte und die nach 5 Stunden 
praktisch gleich sind. 


TABELLE II. 
Versuchsdauer 3% St. 37°C. 


= 
Lo 
w 
rs 


3 A B F A 
: oe r 2 a2 o<|3< 
els ilsels.|se|s,|33 23 Bm | Sm 
B)UPL BE SP BEl eMac l. ae los | 88 
3 |822/8d| 88] go| 88] go “A Nh | Ss cs 
wm oo an oe an ov ro OM.9 = pes 
2 | 28] 6 eee SE | ge Pp Sh eee 
on te BBS Sif. | se 3 4g] og 
oO | wo So | wo ae nom Bn : met 

Bs Ag Ag A 
1 | 32 29] 241] 21.7] 27 | 7.4 | 18.5 78 
2| 27 | 2 2.1 | 20.2] 31 | 68 | 18.1 15 
3 | 29 18 1183] 29 | 68 | 165 70 
ripe y.: 3.5 | 185| 38 | 63 | 15.0 15 
em) a 2 21 | 22.7| 29 | 66 | 20.6 80 


Aps der Vertikalreihe 1. dieser Tabelle geht der sofort ge- 
fundene Ammoniakwert (A) hervor. Es liegt zwischen 1.8 bis 
3.5mg fiir 100g Leber. Die nach der 34 stiindigen Exposition 
gefundenen B-Werte ( Vertikalreihe 2) legen zwischen annaherend 
18 und mehr als 22 mg fiir 100g Leber. Aus der Vertikalreihe 
4 geht die als Differenz der Spalten 2 und 1 ermittelte Gesamt- 
ammoniakbildung waéhrend der Exposition unter den oben geschil- 
derten Bedingungen hervor. Sie liegt zwischen 15 und melir als 
20mg. In der F bezeichneten Vertikalreihe 3 sind die Endwerte 
angegeben, die unter der Einwirkung des Muskeladenylsaure de- 
saminierenden Fermentes erhalten wurden. Die Fermentlosung 
wurde nach 3 maliger Vorextraktion mit isotonischer Kochsalz- 
lésung dureh Scehiitteln von Kaninchenmuskulatur mit 20% 
Natriumbiearbonatlésung genau in der von Schmidt geschilderten 
Weise erhalten. Sie spaltete fiir sich wihrend 33 Stunden fast kein 
Ammoniak ab. Zur Vorbereitung des Fermentversuches wurden 
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meist etwa 3g Leber in Gefiisse mit 20cem 1% Salzsiure einge- 
bracht und nach méglichst rascher Ermittelung des Lebergewichts 
die Salzsiure mit ammoniakfreier 10% Natronlauge gegen Lack- 
muspapier neutralisiert. Nunmehr wurden 7 cem der alkalischen 
Fermentlésung zugesetzt und wiederum 34 Stunden lang bei 37° 
exponiert. 

In der Vertikalreihe 5 ist die als Differenz der Reihen 3 und 
1 erreichte Ammoniakbildung aus Adenosinphosphorsaure angege- 
ben, in Reihe 6 derjenige ~Anteil des B-Ammoniaks, der unter der 
Hinwirkung des Adenylséure desaminierenden Fermentes nicht 
in Freiheit gesetzt wird.. Reihe 7 gibt den prozentualen Anteil 
des aus Adenosinphosphorsdure oder Adenosintriphosphorsaure 
stammenden Ammoniaks an der gesamten Ammoniakbildung an, 
Reihe 8 denjenigen des durch das Ferment nicht abspaltbaren 
Restammoniaks. Man sieht, dass der Anteil des Adenosinphos- 
phorséure-Ammoniaks nur weniger als 30% des B—A-Ammoniaks 
betragt (Reihe 7). 

Der andere Teil des gebilden Ammoniaks ist von noch un- 
bekanntem Ursprung, 


B. Versuch mit Rinderniere. 

Die Versuchsanordnung ist fast gleich wie beim Versuche mit 
Leber. Die absolute Menge des innerhalb der ersten 34 Stunden 
gebildeten Ammoniaks ist in Tabelle III wiedergegeben. Sie ist 
etwas geringer als der beim Versuch mit Leber gefundene Wert. 


TABELLE IIT. 


Fall I. 
Expositionszeit Gewicht der Nierensubstanz mg Ammoniak 
in Minuten ing in 100 g 

30 al ee 

60 2.1 10 
150 1.8 15 

io 

210 22 18.4 


- 300 1.6 18.0 
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Fall II. 

30 3.1 5 
60 2.5 8 
150 3.2 13.4 
210 2.8 20.0 
300 2.1 18.5 


Der sofort gefundene Ammoniakwert (A) liegt zwischen 2,5 
bis 3.0mg ftir 100g Niere. Die nach 34 stiindiger Exposition 
gefundenen B-Werte liegen zwischen 18.7 und 20.1 mg fiir 100g 
Niere. Der Anteil des Adenosinphosphorséureammoniaks betrigt 
bis 38% des B—A-Ammoniaks. 


TABELLE LV. 
Versuchsdauer 3% St. 37°C. 


1 2 3 4 5 6 7 8 
2 A B F “a y 
a = = = qs oS 
i ® o cr) oe 2 <4 2 < 
he gd eo ee i kc ee BB | Ba | Be 
a oM) EE low) GE] oh] PE Roa | @a] Be 
St es OO ts Oo ts Oy ere | EA HEA | er ie S| ere 
SB |e!) go |] 42 O}/xe2] gd 2 dal i he 
n oo oo f ov oe ERS) re 
ar “4 5 a0 i e on . E g on | oh ab BS 
e Eo o| Fo] do E qo OB }/an] 2 
> oO S| om S| om S CS A a 
o a Ee) wer | oo “fd 
Fs Eg Es * 
1 3 2.9 2.7 | 19.4] 2.4 9.3 | 16.5] 6.4 | 10.1} 38 62 
2 2 3.0 D2) (ELST BO 8.9 | 15.7 | 6.9 9.8} 37 63 
2 2.5 2.6 | 20.1 3.2 Too AID. | eb O 2425612228 72 


lJ. BESTIMMUNG DES LABILEN ADENINNUCLEOTIDES 
IN DER RINDERMIERE. 


Zur Bestimmung der in der Niere vorhandenen saureloslichen 
Adeninderivate wurden trichloressigsaure Extrakte von 300 ¢ Rin- 
derniere mit Baryt neutralisiert, Niederschlag und Losung getrennt 
hydrolysiert und aus den Ba-freien Losungen nach Kriger- 
Sehmidt mit Kupfer und Natriumbisulfit die Purinderivate 
eefallt. Die Niederschlage wurden durch HS zersetzt und aus 
den durehliifteten Lisungen werden mit ammoniakalischer Silber- 
nitratlosung die Purinbasen niedergeschlagen. Nach dem Versetzen 
mit HCl wurde das Chlorsilber gefallt, die Losung der salzsauren 
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Purine in Vakuum bis zur Trockne eingeengt, der Riickstand in 
je 5cem Wasser aufgenommen und mit kaltgesattigter Pikrinsaure- 
lésung gefallt.. Die Pikrate wurden mit wenig Wasser gewaschen 
und gewogen. 

Adeninpikrate in der Ba-unléslichen Fraktion 81mg = 30.1 
mg Adenin, in der Ba-léslichen Fraktion 99.5 mg = 37.0 mg 
Adenin. Das in der Niere vorhandene siurelésliche Adenin ist 
also bis 45% in der Pyrophosphatfraktion gebunden. 


e 
Ill. User pis AMMONIAKBILDUNG BEI VERLANGERTER 
AUTOLYSE. 


Wie aus einer von G. Schmidt durchgefiihrten Untersuchung 
hervorgeht, sind die Extrakte des Kaninchenmuskels in so feiner 
Weise auf die verschiedenen Derivate des Adenins eingestellt, dass 
fiir die Desaminierung des Muskeladenylsiure und des Adenin- 
nucleosides zwei verschiedene Fermente existieren, wahrend das 
freie Adenin durch Muskulatur nicht angegriffen wird. Daher ist 
fiir die Desaminierung des Adeninkerns nicht nur das Moment 
von ausschlaggebender Bedeutung, dass das Adenin an Kohlen- 
hydrat gebunden ist, sondern nicht weniger wichtig fiir das 
biochemische Verhalten ist die Bindung des Adeninnucleosides an 
Phosphorséure. Die grosse Bedeutung, die der Art der Phosphor- 
sdurebindung zukommt, zeigt sich besonders darin, dass nur die 
Muskeladenylséure im Muskel direkt desaminiert werden kann, 
wahrend aus Hefenucleinsdure hergestelltes Adeninucleotid, das 
sich nur in der Stellung der Phosphorsdurebindung an Ribose von 
der Muskeladenylsdure unterscheidet, durch Muskulatur tiberhaupt 
nicht in der Inosinsdéure desaminiert wird. 

Durch bisherige Untersuchungen wurden in der Muskulatur 
nur solehe Fermente entdeckt, die gewisse Adeninderivate 
angreifen, wahrend Guanin sowohl in freier Form, wie in der 
Form seiner Pentoseverbindungen oder als Bestandteil der 
Thymonucleinsdure fiir die Muskulatur ungreifbar ist. Dasselbe 
gilt fiir das Cytosin und seine Derivate. Wahrend die Muskulatur 
nur wenige Arten von Nucleinséure abbauenden Fermenten enthiit, 
vermogen die Fermente der anderen Organe verschiedene Nuclein- 
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sdure je nach der Art des Organs an verschiedenen Bindungs- 
stellen abzuspalten. In der Herzmuskulatur werden Muskeladeny]- 
sdure, Hefeadenylsiure, Guanylsiure, Adenosin, Guanosin abge- 
spalten, dagegen nicht Cytosylsdiure. In der Leber werden Guanyl: 
saure, Guanosin, Guanin, Muskeladenylsiure, Thymonucleinsaure, 
Hefeadenylsdure, Adenosin, Cytidin desaminiert, dagegen nicht 
Adenin, Cytosin. Im Darm koénnen Thymonucleinsaure, Hefenu- 
cleinsiure, Muskeladenylsiure, Hefeadenylsiure, Cytosylsiure, 
Adenosin, Cytidin desaminiert werden, dagegen nicht Guanylsidure, 
Guanosin, Adenin, Guanin. In der Niere kénnen Hefenucleinsaure, 
Hefeadenylsdure, Guanylsiure desaminiert werden. Es existiert 
also die Moéglchkeit, dass ausser Muskeladenylsdure auch andere 
Nucleinstoffe unter der Einwirkung von verschiedenen Organen 
Ammoniak bilden. Uberdies wird nach Untersuchung von ver- 
schiedenen Forschern festgestellt, dass ausser Muskeladenylsiure 
und Thymonucleinséure noch einige Nucleotide in tierischen 
Organen vorkommen. 

C. Berkeley zeigt, dass sowohl das Guaninnucleotid wie das 
Adeninnucleotid im $-Nucleoproteid aus Pankreas einer Haifischart 
(squallus sineckli) vorkommt; das /-Nucleoproteid zerfallt schon 
dureh 1% NaOH in der Kalte in diese Nucleotide. Ebenfalls aus 
B-Nucleoproteid (aus Schweine- und Rinderpankreas) isolierten 
W. Jones und M. E. Perkins neben der Guanylsdure sowohl 
das Adeninnucleotid als auch das Cytosinnucleotid in reinem 
Zustande und identifizierten die drei Nucleotide. Obwohl andere 
Nucleotide ausser Muskeladenylsiure weniger empfindlich als 
letztere gegen verschiedene WHinfliisse und minderwertig fiir die 
Ammoniakbildung innerhalb der ersten 3 Stunden sind, ist es doch 
wahrscheinlich, dass sie bei der spaéteren Ammoniakbildung eine 
zrosse Rolle spielen konnen. 


VeERSUCH MIT LEBER. 


1) Leber ohne Zusatz. 
Ansatz: 
je 1g Kaninchenleber + 4 ccm Phosphat, Pu 8.0 + 4cem 
Wasser. 
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TABELLE V. 


Versuchsdauer mg Ammoniak in 100 g Leber 


5 Stunden 18 
to. 35 
2 el 53 
44 59 


1 Woche 62 


2) Leber mit Nucleinsaure. 
Kontrolle: 1 g Kaninchenleber + 4 eem. Phosphat, Pu 8.0 
+ 4eem Wasser. 
ferner Versuch: a) 0.05 ¢ Thymonucleinsaures Natrium. 
b) 0.05 @ Hefenucleinsaures Natriun. 
ce) 0.05 ¢@ Guanylsaures Natrium. 
Ammoniakbildung nach 12 Stunden (37°). 
Kontrolle 38 me% NH: 
Versuch a) 43 me% NH3 
b) 50me% NH; 
ce) 43meSo NHs 


VeRSUCH MIT RINDERNIERE. 


1) Nviere ohne Zusatz. 


Ansatz : 
je 1g Rinderniere + 4cem Phosphat, Pu 7.2 + 4ceem 
Wasser. 
niin NI: 
Versuchsdauer mg Ammoniak in 100 g Niere 

5 Stunden ti, 

(ae 16 

24 ” 23 


gl: 27 


2) Nvwere mit Nucleinsiure. 
Ansatz : 
Kontrolle: 1g Rinderniere + 4cem Phosphat, Pit 7.2 
+ 4eem Wasser. 
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ferner Versuch: a) 0.05 g Thymonucleinsaures Natrium. 
b) 0.05 ¢ Hefenucleinsaures Natrium. 
ce) 0.05 g Guanylsaures Natrium. 


Ammoniakbildung nach 12 Stunden. 
Kontrolle 18 mg% NH3 

Versuch a) 31me% NH3 

b) 26mg% NH3 

ec) 32mg¢% NH3 


VERSUCH MIT SCHWEINEMILZ. 


1) Milz ohne Zusatz. 


Ansatz: 
je 1g Schweinemilz + 4cem Phosphat, PH 8,0 + 4ecm 
Wasser. 
TABELLE VII. 
Versuchsdauer mg Ammoniak in 100 g Milz 

5 Stunden 14 

12 oa 20 

24 - 24 

ase =< 38 


2) Milz mit Nucleinséure. 


Ansatz: 
Kontrolle: 1g Schweinemilz + 4 ccm Phosphat Pu 6,7 
+ 4ceem Wasser. 
jerner Versuch a) 0.05 g Thymonucleinsaures Natrium. 
b) 0.05 g¢ Hefenucleinsaures Natrium. 
ce) 0.05 g Adenylsaures Natrium. 


Ammoniakbildung nach 40 Stunden (38°). 
Kontrolle 21 mg% NH3 
Versuch a) 38me% NHsz 
b) 42me% NH3 
e) 38me% NH3 
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UBER DIE GALLENSAURE DER MUGILGALLE. 


Von 


KAICHIRO WATANABE. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu,) 


(Eingegangen am 14. Januar 1935) 


In der Hoffnung, Aufschliisse iiber den Zusammenhang zwischen 
Nahrungsbestandteil und Gallenséure zu gewinnen, sind viele 
Autoren seit Jahren mit der Galle der verschiedensten Tiere 
beschaftigt. Seit *Bensch (1848), Strecker (1849) u. Ham- 
marsten (1897) liegen viele Angaben iiber die Gallenséure von 
Fischgalle vor. Neuerdings wurde die Galle von verschiedenen 
Fischen aus Meer u. Fluss von vielen Autoren in hiesigem Institut 
wie [koma (1927), Hosokawa (1927), Shoda (1927), Koba- 
yashi (1927), Teraoka (1928), Hatakeyama u. Okamura 
(1928) und Tsuji u. Higashi (1928/30) untersucht und gefun- 
den, dass sie hauptsachlich aus Taurocholsaure besteht. 

Diesmal wurde die Galle von Migil Cephalus Linne unter- 
sucht, der im Meer oder Fluss lebt. Diese Galle besteht hauptsach- 
lich aus Taurochenodesoxycholsdure, die von Windaus, Bohne 
u. Schwarzkopf (1924) in der Gansegalle, von Yonemura in 
der Hiihnergalle (1928) und von Wieland u. Reverey (1924) 
in der Menschengalle gefunden wurde. © 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


100 cem der von Mucin befreiten Mugilgalle wurden nach 
Hammarsten durch Kisenchlorid gefallt. Diese Fallung wurde in 
iiblicher Weise von Eisen befreit. Der durch Sattigung mit Koch- 
salz ausgeschiedene harzige Niederschlag wurde in saurer Lésung 
mit Ather entfettet und wiederholt mit Kochsalz ausgesalzen. Die 
dabei erhaltene amorphe Masse betrug 4,7 g. Das von der Kisen- 
fillung befreite Filtrat zeigte keine Pettenkofersche Reaktion. 
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Diese Masse wurde nach Windaus, Bohne u. Schwarz- 
kopf (1924) under Hydrolyse mit Kalilauge behandelt. Das 
Bariumsalz krystallisiert in langen Nadeln und die freie Saure 
wurde aus verdiinntem Alcohol unter freiem Verdunsten der 
Lésung krystallinisch erhalten, ist in Alcohol, Aceton u. Hisessig 
leicht léslich. j 

Die bei 105°C im Vakuum getrocknete Saéure schmilzt bei 140°C 
unter Sinterung bei 138°C, und ihre specifische Drehung hat 
[a]>= +11,57. 

Titration: 0,1141 g Substanz brauchten 2,95 cem V/10 KOH 
Aquivalent fiir CosHi04 Ber. 392 Gef. 387 
specifische Drehung: 0,0635 in 10 cem Alcohol, 
a=+0,147°, 2dm; [a]p= +11,57° 
Diese Saure gibt bei der Oxydation mit Chromsaure eine Dehydro- 
chenodesoxycholsdure, die in breiten Blattchen krystallisiert und 
bei 153°C schmilzt. 
4,790 mg Substanz gaben 12,980mg CO. 4,000mg HO 
CosH3g0, Ber. C 74,15% H 9,35% 
Gef. ,, 73,94,, ,, 9,34,, 

Der mit Athanol u. konzentrierter Schwefelsiure bereitete 
Athylester krystallisiert aus verdiinntem Alcohol in langen Nadeln 
und schmilzt scharf bei 133°C. 

spec. Drehung: 0,0798 g in 10 cem Alcohol, 
a= —0,46, 2dm; [a]}= —28,82 
5,025, 4,800 mg Subst. : 13,810, 13,220 mg COxs, 4,360, 4,200 mg H20. 
C23H3,0 —CO-O-C2H; 
Ber. © 74,95% H 9,68% 
Gef. C 74,97,, 75,13% H 9,71,, 9,79% 

Aus der Mutterlauge von verseifter Gallensaéurelésung wurde 
nach der Methode von Salkowski ein langer prismatischer Krystall 
erhalten, der in Wasser sehr leicht léslich, in absolutem Alcohol 
unldslich und schwefelhaltig ist. Er schmilzt bei 298°C. Hinsicht- 
lich seiner Kigenschaften stimmt er mit dem Taurin iiberein. 
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BEDEUTUNG DER GALLENSAURE IM CALCIUM- 
STOFFWECHSEL. 


XI. Kalkausscheidung in der Galle und im Harn der 
thyreoparathyreopriven Hiindin bei Zufuhr von 
Cholsdure und Thyreoparathyreoidea- 
extrakt. 


Von 


SINSAKU TUZIOKA. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama; 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 14, Januar 1935.) 


In der vorigen Mitteilung (1935) habe ich berichtet, dass die 
Kalkausscheidung in der Galle und im Harn der Gallenblasenfistel 
tragenden Hiindin dureh Thyreoparathyreoidektomie vermindert 
wird, und dass diese verminderte Kalkausscheidung durch sub- 
cutane bzw. perorale Zufuhr von Cholséure wieder vermehrt wird, 
wobei der tetanische Anfall bei der Gallenblasenfistel tragenden 
Hiindin viel leichter als bei der normalen auftritt und sogar durch 
Zufuhr von Cholsdure, die in der Leber gebildet wird, verzogert 
wird. Daraus wurde der Schluss gezogen, dass der tetanische 
Anfall mit der Funktion der Leber in innigem Zusammenhang 
steht. 

Dass der tetanische Anfall haupts&chlich durch Ausfall des 
Epithelkérperchenhormons nach Collip (1925) ausgelést wird, 
indem der ionisierte Kalk des Blutes sich stark vermindert und 
die Kalkausfuhr im Harn stark herabgesetzt wird, ist bereits 
bekannt. 

Nach Reiss (1928) soll dieser diffusible Kalk durch Zufuhr 
von Epithelkérperchenextrakt wieder erhdht werden, der nach 
Selve (1932) in kleiner Dosis Knochenwachstum und Kalkansatz 
anregen, aber in grosser Dosis knochenzerstérend wirken kann, 
indem der Kalkgehalt des Blutes erhéht wird und dieser Kalk die 
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Tetanie beheben soll. 

Dieser Kalk im Blut soll erst aus den Organen und dann zuletzt 
aus den Knochen herstammen, wie Reiss (1928), Mahler (1929) 
u. Kanematsu (1932) gezeigt haben. 

Somit muss die durch Thyreoparathyreoidektomie herabge- 
setzte Kalkausscheidung in der Galle und im Harn durch den 
Extrakt von Thyreoparathyreoidea wieder vermehrt werden, da ja 
durch ihn eine Kalkmobilisierung aus den Organen und Geweben 
stattfindet. In diesem Sinne habe ich zuerst den Einfluss des 
Extraktes auf die Ausfuhr von Kalk in der Galle und im Harn im 
Anfangs- und Spatstadium nach der Thyreoparathyreoidektomie 
gleichzeitig untersucht, um den Unterschied zwischen beiden 
Stadien zu erkennen, womit der Zusammenhang der Leber- und 
Nierenfunktion mit der Tetanie erklart werden diirfte. 

Nach Kawada (1931) u. Sekitoo (1929/30) soll die Kalk- 
ausfuhr in der Galle sowie im Harn durch Gallenséure vermehrt 
und nach Okii (1933) dureh diese der Kalk im Organismus, unter 
verminderter Kalkausfuhr im Darm, angesetzt werden. 

Somit muss die durch Thyreoparathyreoidektomie herabge- 
setzte Kalkausfuhr in der Galle sowie im Harn durch Gallensaure 
wieder vermehrt werden. Infolgedessen scheint mir die Kalkaus- 
fuhr im Darm, in dem Hauptausfuhrweg des Kalkes, dusserst stark 
durch Gallenséure vermindert zu werden. 

Daher muss der durch Thyreoparathyreoidektomie vermin- 
derte Kalkgehalt im Organ u. Gewebe durch Zufuhr von Gallen- 
saure wieder angesetzt und die Ausfuhr des Kalkes in der Galle 
und im Harn wieder normal gemacht werden, womit die Tetanie 
verzogernd auftreten oder aufgehoben werden diirfte, wenn die 
Tetanie hauptsdchlich zu dem Kalkgehalt im Organismus in 
Beziehung steht. 

Seit Schiff u. Stadelmann ist bekannt, dass die Gallen- 
siure in der Leber gebildet wird und den enterohepathischen 
Kreislauf bildet. Infolgedessen habe ich den Einfluss der Gallen- 
sdure auf die Kalkausfuhr in der Galle und im Harn in yer- 
schiedenen Stadien nach der Thyreoparathyreoidektomie unter- 
sucht, um die Beziehung zwischen der Tetanie und der Leber- 
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funktion klarzustellen. 

Seit Herxheimer (1925) u. Collip u. Clark (1926): ist 
allgemein anerkannt, dass bei Tetanie eine Anhiufung der ver- 
schiedenen Stoffwechselschlacken, Tetaniegift, vorhanden sein 
dirfte. Nach Okii (1934) soll die Gallensiure eine entgiftende 
Wirkung in der Leber haben. So diirfte die Gallensiure diese 
Tetaniegifte entgiften. Auch in diesem Sinne ist es von Interesse, 
diesen Versuch auszufiihren. 


Experimenteller Teil. 


Zum Versuch wurden 8-12,5 Kg wiegende kraftige Hiindinnen 
verwendet, denen eine Gallenblasenfistel nach Bickel (1912) 
angelegt wurde. Die hintere Scheidewand derselben wurde durech- 
schnitten und weit gedffnet, um den Harn leicht katheterisieren 
zu koénnen. 

Nachdem sich die Hiindin von der Operationswunde erholt 
hatte, was ungefahr 2 Wochen dauerte, wurde zuerst die Kalk- 
ausscheidung in der Galle und im Harn alle 2 Stunden festgestellt. 
Vor und wahrend des Versuches wurde eine bestimmte Nahrung, 
180 cem Kuhmileh, verabreicht. 

Dann wurde an der Hiindin unter Narkose mit Ather die 
Thyreoparathyreoidektomie ausgefiihrt und nach der Operation die 
Kalkausscheidung in der Galle und im Harn ebenfalls alle 2 
Stunden festgestellt. Dieser Wert wurde mit dem vor der Thyreo- 
parathyreoidektomie verglichen. 

Zuletzt wurde dieser thyreoparathyreopriven, Gallenblasen- 
fistel tragenden Hiindin der eigene ganze Thyreoparathyreoidea- 
extrakt oder 1cem einer 2%igen Na-Cholatlésung pro Kilo intra- 
venos verabreicht ; der erstere wurde nach der Methode von Collip 
(1925) bereitet. Dann wurde der Einfluss beider auf die Kalk- 
ausscheidung in der Galle und im Harn bei dieser Hiindin beo- 
bachtet. 

Die Kalkbestimmung in der Galle wurde nach de Waard 
(1919) und die im Harn nach Inouye (1922) vorgenommen. 
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Ergebnisse. 


J. Bert NORMALER GALLENBLASENFISTELHUNDIN. 
a) Kalkausscheidung in der Galle. 


Wie aus den Tabellen I—-V ersichtlich ist, betrigt der Kalk- 
gehalt der Galle in den ersten 2 Stunden 0,871-1.340 mg, durch- 
sechnittlich 1,158 mg, in den mittleren 2 Stunden 0,366—1,294 mg, 
durehschnittlich 0,856 mg, in den letzten 2 Stunden 0,551-0,940 mg. 
durehsehnittlich 0,771 mg, und in der 6-stiindigen Galle 1,788-— 
3,423 mg, durehsehnittlich 2,785 mg. 

In 6-stiindiger Galle ist der Kalk mit 13,92-34,08 mg%, dureh- 
schnittlich mit 22,61 mg% enthalten. 


b) Kalkausscheidung im Harn. 


Der Kalkgehalt des Harns in den ersten 2 Stunden wird mit 
0,186-0,719 mg, durehschnittlich mit 0,475 mg, in den miteleren 2 
Stunden mit 0,024-0,659 mg, durchschnittlich mit 0,432 mg, in den 
letzten 2 Stunden mit 0,240-0,699 mg, durchsehnittlich mit 0,454 
mg angegeben, und der gesamte Kalkgehalt im 6-stiindigen Harn 
betragt 0,666-2,013 mg, durehschnittlich 1,348 mg, wobei der Kalk 
mit 1,63-6,97 mg%, durechschnittlich mit 4,49 mg% enthalten ist, 
wie sich aus den Tabellen I—V ersehen lasst. 

Bei der Gallenblasenfistel tragenden Hiindin wird mehr Kalk 
in der Galle als im Harn ausgeschieden, und zwar etwa das 
Zweifache. 


II. Bel THYREOPARATHYREOPRIVER, GALLENBLASENFISTEL 
TRAGENDER HiNDIN. 


a) Einen Tag nach der Operation. 


Wie aus den Tabellen I—-V ersichtlich ist, betragt der Kalk- 
gehalt der Galle bei der thyreoparathyreopriven Hiindin in den 
ersten 2 Stunden durchsehnittlich 0,288 mg, in den mittleren 2 
Stunden 0,287 mg, in den letzten 2 Stunden 0,292 mg und in 6- 
stiindiger Galle 0,867 mg, wobei der Kalk durechsehnittlich mit 
9,11% enthalten ist. | 
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Die Kalkausscheidung in der Galle wird im Vergleich zu der 
Kontrolle durch Thyreoparathyreoidektomie in den ersten 2 
Stunden durchsehnittlich um 75,1%, in den mittleren 2 Stunden 
um 66,5%, in den letzten 2 Stunden um 62,1%, in den gesamten 
6 Stunden absolut um 68,9% und prozentual um 59,7% vermindert. 

Die Kalkausscheidung in der Galle wird also durch Thyreo- 
parathyreoidektomie stark vermindert, wie schon in der ersten 
Mitteilung berichtet wurde. Wie in den Tabellen I-V gezeigt wird, 
betragt der Kalkgehalt des Harns nach der Thyreoparathyreoi- 
dektomie in den ersten 2 Stunden durchschnittlich 0,492 mg, in 
den mittleren 2 Stunden 0,408 mg, in den letzten 2 Stunden 0,549 
mg und in den gesamten 6 Stunden 1,434 mg, wobei der Kalk 
durehsehnittlich mit 3,42% enthalten ist. 

Die Kalkausscheidung im Harn wird, verglichen mit der bei 
der Kontrolle durch Thyreoparathyreoidektomie, in den ersten 2 
Stunden durehschnittlich um 3,6%, in den letzten um 10,9% ver- 
mehrt, aber in den mittleren 2 Stunden um 5,6% und in den 
gesamten 6 Stunden um 7,3% vermindert, wobei sie prozentual 
um 23,8% vermindert wird. 

Die Kalkausscheidung im Harn bleibt also der absoluten 
Menge nach bei der Thyreoparathyreoidektomie fast unverandert, 
obwohl sie prozentual etwas vermindert wird, was auf einer 
etwaigen Vermehrung der Harnmenge beruhen muss. 

Einen Tag nach der Thyreoparathyreoidektomie wird die Kalk- 
ausscheidung in der Galle sowohl der absoluten Menge nach als 
auch prozentual betrachtlich vermindert, wahrend die im Harn 
der absoluten Menge nach fast unverandert bleibt, aber prozentual 
etwas vermindert wird. 

Die Thyreoparathyreoidektomie hat also einen starken Einfluss 
auf die Kalkausscheidung in der Galle. 


b) 6-7 Tage nach der Operation. 


Kalkausscheidung in der Galle. 

Der Kalkgehalt der Galle 6-7 Tage nach der Operation betragt 
in den ersten 2 Stunden durchschnittlich 0,119 mg, in den mittleren 
0,220 mg, in den letzten 0,182 mg und in den gesamten 6 Stunden 
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0,600 mg, wobei der Kalk, wie aus den Tabellen I-V ersichtlich, 
durehschnittlich mit 9,32% enthalten ist. 

Die Kalkausscheidung in der Galle wird 6-7 Tage nach der 
Thyreoparathyreoidektomie, verglichen mit der der Kontrolle, 
durchschnittlich in den ersten 2 Stunden um 82,8%, in den mitt- 
leren um 74,3%, in den letzten um 76,4% und in den gesamten 
6 Stunden absolut um 78,8% und prozentual um 142,6% ver- 
mindert. 

Die Kalkausfuhr in der Galle wird also im spaterem Stadium 
nach der Thyreoparathyreoidektomie viel stairker als im Anfangs- 
stadium vermindert, und zwar in der 6-stiindigen Galle sowohl 
absolut als auch prozentual starker herabgesetzt. 


Kalkausscheidung 1m Harn. 

Wie aus den Tabellen I—V ersichtlich ist, betragt der Kalk- 
gehalt im Harn 6-7 Tage nach der Thyreoparathyreoidektomie 
in den ersten 2 Stunden durchschnittlich 0,302 mg, in den mittleren 
0,278 mg, in den letzten 0,268 mg und in den gesamten 6 Stunden 
0,850 mg, wobei der Kalk durchschnittlich mit 2,26% enthalten 
ist. 

Die Kalkausscheidung im Harn wird also dureh Thyreopara- 
thyreoidektomie im Vergleich zu der der Kontrolle durchsechnittlich 
um 12,5-41,0% herabgesetzt, und zwar im 6-stiindigen Harn der 
absoluten Menge nach durchschnittlich um 45,1% und prozentual 
um 49,7% vermindert. 

Die Kalkausfuhr in der Galle und im Harn wird im spiteren 
Stadium nach der Thyreoparathyreoidektomie viel stirker her- 
abgesetzt, und diese Herabsetzung der Kalkausfuhr tritt in der 
Galle viel starker auf als im Harn. 


c) Bei Zufuhr von Thyreoparathyreoideaextrakt. 


Diesmal wurde der thyreoparathyreopriven Hiindin 2-3 Tage 
nach der Operation ihr eigener ganzer Thyreoparathyreoidea- 
extrakt subeutan verabreicht, um den Einfluss des Thyreopara- 
thyreoideaextraktes auf die Kalkausscheidung in der Galle sowie 
im Harn zu sehen. Dann wurde der Kalkgehalt mit dem vor der 


Bedeutung der Gallensiure im Calciumstoffwechsel.— XI 129 


Injektion verglichen. 

Wie aus den Tabellen I-V ersichtlich ist, betrigt der Kalk- 
gehalt der Galle in den ersten 2 Stunden durchschnittlich 0,385 mg, 
in den mittleren 0,308 mg, in den letzten 0,301 mg und in dei 
gesamten 6 Stunden 0,994 mg, wobei der Kalk prozentual durch- 
sehnittlich mit 12,81% enthalten ist. 

Die durch Thyreoparathyreoidektomie herabgesetzte Kalk- 
ausscheidung in der Galle wird im Vergleich zu der vor der Injek- 
tion durch Zufuhr von Thyreoparathyreoideaextrakt durchschnitt- 
lich um 16,7-25,8% vermehrt, und die in der 6-stiindigen Galle 
durehsehnittlich absolut um 20,8% und prozentual um 38,3% 
vermelhrt. 

Durch Zufuhr von Thyreoparathyreoideaextrakt wird also die 
durch Thyreoparathyreoidektomie herabgesetzte Kalkausscheidung 
in der Galle wieder absolut sowie prozentual vermehrt, allerdings 
erreicht sie nicht den normalen Wert. 

Aus den Tabellen I—V lasst sich ersehen, dass der Kalkgehalt 
des Harns in den ersten 2 Stunden durchschnittlich 0,524 mg, in 
den mittleren 0,313 mg, in den letzten 0,304 mg und in den gesamten 
6 Stunden 1,157 mg betragt, wobei der Kalk prozentual durch- 
sehnittlich mit 2,61% enthalten ist. 

Die Kalkausfuhr im Harn der thyreoparathyreopriven Hiindin 
wird dureh Zufuhr von Extrakt, gegeniiber der vor der Zufuhr in 
den Anfangsstunden durchschnittlich um 24,5% vermehrt, aber in 
den spiteren Stunden um 4,0-19,6% herabgesetzt; die gesamte 6- 
stiindige Kalkausfuhr wird gegeniiber der vor der Injektion 
absolut um 3,7% vermehrt, aber prozentual um etwas 0,8% her- 
abgesetzt. 

Die Kalkausfuhr im Harn der thyreoparathyreopriven Hiindin 
bleibt von dem Thyreoparathyreoideaextrakt fast unbeeinflusst. 
Die Kalkausfuhr in der Galle von thyreoparathyreopriver Hiindin 
wird durch Parathhormon in der verwendeten Menge gefordert, 
aber die im Harn nicht. 

Aus diesen Daten scheint mir hervorzugehen dass das Parath- 
hormon die Funktion der Leber starker beeinflusst als die der 
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d) Bei Zufuhr von Cholséure. 


Diesmal wurde der thyreoparathyreopriven Hiindin die Cholat- 
lésung anstatt des Thyreoparathyreoideaextraktes intravends 
gegeben. 

Wie aus den Tabelle I-V ersichtlich ist, betragt der Kalk- 
gehalt der Galle in den ersten 2 Stunden durchschnittlich 0,573 mg, 
in den mittleren 0,315 mg, in den letzten 0,243 mg und in den 
gesamten 6 Stunden 1,131 mg, wobei der Kalkgehalt prozentual 
durehsehnittlich 11,23% betragt. 

Die Kalkausfuhr in der Galle der thyreoparathyreopriven 
Hiindin wird dureh Zufuhr von Cholsdure im Vergleich zu der 
vor der Injektion durchsehnittlich um 22,7-160,5% vermehrt, und 
zwar wird die in der 6-stiindigen Galle durchschnittlich absolut 
um 77,3% und prozentual um 14,9% vermehrt. 

Die Gallen- sowie Kalkausscheidung in der Galle von thyreo- 
parathyreopriver Hiindin wird dureh Zufuhr von Cholsaure viel 
starker vermehrt als durch Zufuhr von Thyreoparathyreoidea- 
extrakt. , 

Der Extrakt von Thyreoparathyreoidea sowie die Gallensiure, 
bes. die letztere, wirkt auf die Kalkausfuhr in der Galle von 
thyreoparathyreopriver Hiindin fordernd. 

Der Kalkgehalt im Harn der thyreoparathyreopriven Hiindin 
betragt bei Zufuhr von Cholsdure in den ersten 2 Stunden durch- 
schnittlich 0,298 mg, in den mittleren 0,317 mg, in den letzten 0,309 
mg und in den gesamten 6 Stunden 0,929 mg, wobei der prozentuale 
Kalkgehalt im Harn 4,15% betragt. 

Die Kalkausfuhr im Harn wird also dureh Zufuhr von Chol- 
sdure im Vergleich zu der vor der Injektion um 22,6-46,0% ver- 
mehrt und die in 6-stiindigem Harn wird durehsehnittlich absolut 
um 37,0% und prozentual um 89,5% gesteigert. 

Die Kalkausscheidung im Harn der thyreoparathyreopriven 
Hiindin wird dureh Zufuhr von Cholsiure stark vermehrt, wie 
Sekitoo (1929) u. Fuziwara (1931) bei normalen Kaninchen 
beobachtet haben, wahrend sie durch Zufuhr von Thyreopara- 
thyreoideaextrakt nicht beeinflusst wird. 
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Nach diesem Ergebnis kann» man wohl vermuten, dass bei 
thyreoparathyreopriven Tieren die Gallenséurebildung in der 
Leber, bzw. ihre Ausscheidung in der Galle stark vermindert 
werden diirfte, wozu der tetanische Anfall in enger Beziehung 
stehen kénnte, und ferner, dass die ‘Folge davon eine Vermin- 
derung des Kalkes, unter vermehrter Ausscheidung im Darm, im 
Organ. bzw. in Leber und Gewebe sein diirfte, wie Mahler (1929) 
u. Kanematsu (1932) beobachtet’ haben. 

j ZUSAMMENFASSUNG. 

1. Die Kalkausfuhr tritt in der Galle starker auf als im Harn. 

2. Die Kalkausfuhr in der Galle sowie die Gallenausscheidung 
wird im Anfangsstadium nach der Thyreoparathyreoidektomie 
stark vermindert, wahrend die Kalkausfuhr im Harn dureh diese 
nicht beeinflusst und die Harnausscheidung etwas vermehrt wird. 

3. Im spateren Stadium nach der Thyreoparathyreoidektomie 
wird die Kalkausfuhr in der Galle sowie die Gallenausscheidung 
viel stirker vermindert als im Anfangsstadium, auch die Kalk- 
ausfuhr im Harn wird dabei stark herabgesetzt. 

Diese Herabsetzung der Kalkausfuhr tritt in der Galle viel 
starker auf als im Harn. 

4, Die durch Thyreoparathyreoidektomie herabgesetzte Kalk- 
ausfuhr in der Galle wird durch Zufuhr von Thyreoparathyreoidea- 
extrakt unter Vermehrung der Galle stark gesteigert, allerdings 
nicht bis zu ihrem normalen Werte, wahrend die im Harn durch 
jene nicht beeinflusst wird. 

5. Die durch Thyreoparathyreoidektomie herabgesetzte Kalk- 
ausfuhr in der Galle sowie im Harn und die Gallenausscheidung 
der thyreoparathyreopriven Hiindin werden dureh Zufuhr von 
Cholsaure vermehrt, und diese Vermehrung in der Galle tritt viel 
stirker nach Cholsdéure auf als nach Thyreoparathyreoideaextrakt. 

Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass die Funktion der 
Niere sowie die der Leber, bes. die der letzteren, durch Thyreo- 
parathyreoidektomie betrachtlich gestort wird. 
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SPECTROSCOPIC STUDIES ON PURIFIED ENZYMES. 


I Report. 
On Xanthine oxydase and Catalase. 


By 


RYOJI ITOH. 


(From the Institute of Medical Chemistry, Kyushu Imperial University, 
Fukuoka. Director: Prof. Dr. K. Kodama.) 


(Received for publication January 28, 1935) 


With the advance of spectroscopic technique much attention 
has been given to its application to the chemical analysis of bio- 
logical fluids. In fermentological research, however, it is still in 
its infancy. The work described in the present communication 
was undertaken with the object of elucidating the chemical nature 
of enzymes by means of spectrophotometry in the ultra-violet 
region. Xanthine oxidase and catalase were chosen for the 
investigation because of the ease of preparation in a highly purified 
form. 


I. XANTHINE OXIDASE. 


With regard to the spectroscopic study on the xanthine oxidase 
there appears to be nothing published. 


Preparations studied. 


Xanthine oxidase used in this experiment was prepared from 
fresh milk by the method described by Dixon and Kodama 
(1926). This enzyme preparation was a perfectly clear solution, 
and was found very active with the methylene blue technique as 
the following result indicates. For the estimation of the enzyme 
activity the following quantities were taken, using Thunberg’s 
vacuum tube: lec. of enzyme solution+1 ee. phosphate buffer (pH 
7.3) +1 ec. M/5000 methylene blue+M/100 xanthine. The redue- 
tion time of the methylene blue was 85 seconds in the water bath 
kept at 37°C. 
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Apparatus and methods used. 
(1) Spectrograph. 

Adam Hilger all metal medium E 316 quarz spectrograph with 
wave-length scale, size of plate 10x 4”, and the following equip- 
ment and outfit were used for absorption spectrography in the 
ultra-violet spectrograph. 

(a) distance from light source to slit 70 cm. 

(b) to have a high brightness a quarz condensing lens (f=4.5 em) 
was placed between light source and slit. 

(ec) slit width=0.0225 mm. height=1.7 mm. 

(d) seale on the darkslide was slid 2.5mm every exposure of 25 
seconds. 


(2) Light Source. 

Electrodes were set vertical with gramont are and spark stand 

(F. 449). : 

(a) iron are electrodes consisted of pure iron rods (d=6mm), 
distance of electrodes 3mm, discharged with direct current 
which was adjusted to give 4 amperes by resistance. 

(b) tungsten steel spark electrodes consisted of special tungsten 
steel electrodes (F. 406) discharged with alternating current 
giving 8,000 volts by transformer (F’. 282, 14 k.w. transformer, 
specially wound for spectrum work, including autotransformer 
to give 8,000, 10,000, 12,500, or 15,000 volts) and condenser 
(F. 283 14 kw. condenser, of capacity suitable for above set.). 


(3) Photographic Plates. 


(a) Ilford rapid process panchromatic quoted on thin plates. 
(b) Ilford special rapid panchromatic quoted on thin plates. 
(c) Wellington anti-screen plates. 


(4) All quartz Baly’s tube engraved 0-100 mm. 

Absorption curve: 

A series of spectra observed with the light passing through a 
series of known thickness of the solution in Baly’s tube is photo- 
graphed on one plate. Each band exhibits a cut-out or absorption 
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in the spectrum in accord with the nature of substance and its 
concentration in the solution examined. The limits of absorption 
are marked by ink-dots on the photograph, and then the wave- 
lengths of the point so marked are determined by means of com- 
parator referencing to a set of photographs of iron are enlargement 
(Hilger F.532) and a Kayser’s table (1926). By plotting the 
logarithms of the thickness as ordinates against the wave numbers 
as abscissae an absorption curve is obtained. 


Results and Discussion. 


The spectroscopic examination of xanthine oxidase showed that 
the enzyme possesses only a sharp selective absorption band in the 
ultra-violet with a maximum at 279 mu in addition to end-absorp- 
tion 210 my at pH 7 as illustrated in Fig. 1(a). But at pH 9,8-10 
the absorption band shifted 7 my towards the longer wave lengths 
without alternation of absorption curve as is illustrated in Fig.1(b). 
Obviously it is important to identify the nature of the substance 
giving spectral absorption at 279myu. Many investigators as Dhére 
(1910), Lewis (1922), Stenstr6ém and Reinhard (1925), 
Smith (1929), Groh and Han&ak (1930), Guthmann, Schwe- 
rin and Staéhler (1931) have shown that proteins and their 
derivatives absorb light selectively* near 270 my. 

Accordingly we may suggest that the substances in the purified 
enzyme preparation which showed a selective absorption band at 
279 mu may be protein-like substances. Though there is an over- 
lapping phenomenon as in the ease of the blood plasma, where the 
selective absorption of the proteins entirely masks that of the uric 
acid, the view may be held that the nature of xanthine oxidase 
may be protein-like substance. 

According to Dixon and Kodama (1926) the purest pre- 
paration obtained by them still contained a trace of protein, and 
that it could not be removed without impairment of enzyme activity. 
This fact seems to be in accord with our findings. The shift of 
the absorption band towards the longer wavelengths in decrease 
of hydrogen ion concentration may be caused perhaps by the 
enolisation of protein molecule or by the change in the molecular 
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Fig. 1. Absorption gurve of xanthine oxidase. 
(a) pH 7. (b) pH 10. 


state such as dissociation and aggregation. 

According to our experience the strong activity of the pre- 
parate seems to be associated with highly greenish yellow pig- 
mentation. In pale pigmentation the activity was weak in general. 
This fact led us to consider whether there exists an intimate con- 
nection between xanthine oxidase and the yellow pigments, namely 
lactoflavine of Kuhn (1933). But by careful examination of the 
fluorescence characteristic for flavine in a strong beam of ultra- 
violet radiation obtained from a mercury are lamp with a nickel 
oxide filter we acknowledged that the highly purified enzyme 
preparation of milk contained no trace of this pigment. Moreover 
it was found that the reduction time of methylene blue by means 
of Thunberg’s tube did not depend upon the presence of flavine 
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which was prepared from horse liver (hepatoflavine) in crystalline 
state. This result was in agreement with the recent report of 
Dixon (1934) on the relation between xanthine oxidase and lacto- 
flavine. 


II. Caranase. 


The view has been held by many that the active group of 
catalase would be porphyrine-iron-complex since Kuhn (1926) 
proved the catalase action of haemine. Zeile and Hellstrém 
(1930) have found that horse liver catalase is an iron-porphyrine- 
compound with a visible spectrum resembling that of alkaline 
haematin. To raise evidence whether the view was supported from 
the spectrophotometriec study in ultra-violet, we analysed the 
purified catalase preparations from horse liver and blood and com- 
pared them with the absorption spectrum of haemine which had 
catalase action. 


(a) Blood catalase. 
Prepared by the method described by G. Kikuchi (1930). 
This preparation was a completely water clear solution con- 


taining a trace of protein, and was very active, showing 
K=410.10-. 


(b) Liver catalase. 


Rather concentrated watery extracts from fresh horse liver 
were treated with the same method of the above preparation. 


(c) Haemine. 
Prepared after the method of Nencki and Zaleski (1900). 


Results and Discussion. 


The spectrographic analyses gave the following results. The 
absorption spectrum of the blood catalase was the same as that 
of the liver catalase, showing two sharp selective absorption bands 
in the ultra-violet, the peaks of the bands being 406 and 266 mu 
respectively, and the end-absorption at 285mu (pH 7). The 
haemine showed a sharp selective absorption spectrum with a 
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Fig. 2. Absorption curve of catalase nad haemine. 
(a) Catalase. (b) haemine. 


maximum at 406 mu in addition to end-absorption 235 mu at pH 7. 
These absorption maxima and curves were illustrated in Table I 
and Fig. 2 respectively. Consideration of these two absorption 
spectra of catalase and haemine suggests that the substance which 
showed a selective absorption band at 406 mu may be a porphyrine- 
iron-compound and the one which showed a band at 266 mu may be 
proteins as described in the previous study on xanthine oxidase. 
It might therefore be assumed that the molecule of catalase would 
be a compound of protein and porphyrine-iron-complex. As the 
haemine has catalase activity, though it is very weak compared 
with blood or liver catalase, the porphyrine-iron-complex in catalase 
solution should be the active group of catalase, and the protein- 
like substance be a bearer of this enzyme as discussed by Stern 
(1932). For purposes of digestion, trypsine was added to this 
enzyme preparation. It was revealed that the trypsine inhibited 
the catalase activity greatly but that the absorption band of pro- 
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teins at 266 mu in this catalase preparation remained without shift 
or alternation. This result seems to show that the aromatic amino- 
acids present in the protein molecule were responsible for its 
absorption spectrum as reported by Déhre (1909), Stenstrém 
and Reinhard (1925), and the separation of the active group 
from its carrier by digestion of protein accompanied the decrease 
of catalase activity. 

Inhibition tests upon catalase with hydrocyanie acid and 
carbon oxide gave variations of the absorption band correspond- 
ing to the porphyrine-iron-complex at 406 my while the band of 
protein-like substance at 266 mu found no change. In the case of 
CO-eatalase (inhibited 95.3%) the absorption band at 406 my dis- 
appeared completely, and in that of HCN-catalase (inhibited 
100%), the band became indistinct. 

TABLE I. 


Effect of HCN and CO on the absorption ppectram of 
catalase and haemine. 


Solution Peaks of absorption bands End-absorption 
Blood catalase 406 mp 266 mp 235 mp 
Liver catalase 406 266 235 
Haemine 406 —_ 235 
HCN-eatalase indistinct 266 235 
CO-catalase disappear 266 235 
HCN-haemine 406 —_ 235 
CO-haemine 406 — 235 


However, the band thus faded off reappeared after ultra-violet 
radiation of mercury are lamp. It is interesting to note that the 
catalase action of haemine was slightly inhibited by hydrocyanic 
acid (18%) and earbon oxide (13%) and accordingly was not ac- 
companied with any apparent change of absorption band. 

That the alternation of absorption band of iron-porphyrine- 
compound occurred only in catalase but not in haemine seems 
closely related to the activity of Fe in both porphyrine-iron-com- 
pounds. Zeile and Hellstrém (1930) have shown that the active 
power of catalase was 10,000 times greater than that of haemine. 
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Also in our inhibition test of HCN and CO upon haemine the 
inhibition effect is much lower compared with that of catalase as 
is shown in table IT. 

TaBLy IT.” 


Inhibion test of HCN, CO, on catalase and haemine. 
k=reaction velocity constant. 


Solution kOe Inhibition degree (% ) 
Catalase 4101 0 
HCN-Catalase 0 100 
Co-eatalase 191 95 
Haemine 195 0 
HCN-haemine 159 18 
CO-haemine 169 13 

FLAVINES. 


Since the purest solution of liver catalase as well as of the 
blood contained a trace of yellow pigments which showed a greenish 
yellow fluorescence, it was intended to see whether these pigments 
have any relation to the action of catalase. The experimental 
results showed that the flavine prepared from horse liver and 
horse red blood corpuscle had no connection with the activity of 
catalase and haemine as illustrated in table III. It is evident, 
therefore, that these pigments were merely accompanying sub- 
stances. 


Tasie ITT. 
The effect of flavine upon catalase and haemine. 
a=total H.O2 titrated with N/20 KMnO,. 
x=decomposed H:O2 corresponding to the respective reaction 
time titrated with N/20 KMn0O,. 


(a—x) in 10 (a—x) in 20 


Solution 4 ; 
minutes minutes 
Flavine 21.1 ec. 19.8 ee. 
Catalase 8.1 3.2 
Catalase + flavine 8.2 sal 


Control 21.2 20.0 
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Flavine 19.7 19.4 
Haemine 18.8 18.6 
Haemine + flavine 18.9 18.6 
Control 19.7 19.5 


The flavine which was prepared from fresh horse red blood 
corpuscle bore, not only in respect of colour but of shape and 
arrangement of the microscrystals and other general properties, a 
close resemblance to the hepatoflavine obtained from horse liver. 


SUMMARY. 


1. The ultra-violet absorption spectra of purified xanthine 
oxidase, catalase and haemine have been measured. 

2. A band with a maximum at 279 my in the absorption 
spectrum of xanthine oxidase (pH 7) was found. 

3. The absorption spectrum of xanthine oxidase shifted 
towards the longer wavelength of the spectrum when in an alkaline 
solution. 

4. The absorption band of liver catalase was the same as that 
of the blood one, showing two absorption bands at 406 and 266 mu 
respectively. 

5. Haemine showed a band at 406 mu. 

6. Flavine from liver as well as from red blood corpuscle 
had no relation to catalase and xanthine oxidase. 


The author is greatly indebted to Prof. Dr. K. Kodama for 
his kind eriticisms and suggestions throughout this research. 
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In the second communication of this series of papers Tsukano 
(1932) reports that suprarenal cortex contains an abundance of 
eoferment which is indispensable in the anaerobic breakdown of 
hexosephosphate by heart or striated muscle. Moreover, it was 
proved by Yamamoto (1934) that this coferment from suprarenal 
cortex is quite the same in its activity in the oxidation of lactic 
acid as the one isolated from hog muscle by the method given by 
Banga and St-Gyorgy (1982). 

From these facts we are led to assume that suprarenal cortex 
has some important concern in the metabolism of carbohydrate in 
the animal body. 

Such a concern was discussed by many investigators. Most 
of them, however, are based on the findings of the effect upon 
blood sugar and the theories advanced by them on the real action 
of suprerenal cortex are not altogether concordant. (Horie, 1928; 
Oda, 1928; Britton and Silbette, 1932; Takehiro, 1932, 
ete.). Thus, some insisted on the rise of blood sugar while others 
insisted rather on the lowering. At any rate, it seems true that 
the study of blood sugar does not afford any conclusive informa- 
tion upon the real function of suprarenal cortex. 

In this concern, one of the most important contributions has 
been done by Tokumitsu (1917). He observed that by setting 
a ligature on panereatic duct a hypertrophy of the suprarenal 
cortex resulted and that when this enlarged portion was partially 
removed a glyeosurie appeared. He concluded, therefore, that 
suprarenal cortex produces a certain substance important for sugar 
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combustion, though he made no suggestion on the chemical nature 
and the mode of action of this substance. 

Taking into consideration the results obtained by Tokumitsu 
and by Tsukano we are forced to believe that the hypertrophy 
may be associated with the increased production of the coferment. 
This paper presents the details of the verification of this fact. 


Experiment 1. The effect of ligating the pancreatic duct upon the 
coferment content of suprarenal cortex of rabbit. 


A lot of grown-up rabbits was divided into 2 groups. One 
group was taken as control and another one was operated on to 
put the ligature on the pancreatic duct under strictly aseptic 
precautions. After 2-3 weeks the animals were killed and the 
adrenal glands were taken out. The weight of total gland was 
measured by means of the torsions balanee and in order to get a 
rough estimate of the volumes of medullar and cortical portions 
of the gland the length of both radii (a,b) and the thickness (c) 
of the ellipsoideal surface of the halved gland along its longitudinal 
axis were also measured. Taking the shape of the gland as ellipsoid 
the volume, Vi, was calculated from the following equation. 


ve 2 ae a.b.e.=0.5236 a. b. e. 
3 8 


Getting a similar measurement a’, b’, ec’ on the medullar por- 
tion of the above surface and calculating its volume V2 in the 


same way we can get the volume of the cortical portion from the 
following equation. 


V=V,—V2=0.5236 (a. b. e—a’. b’. ¢’) 


The coferment content of the gland was determined by Thun- 
berg’s (1920) methylenblue method on its extract. For this pur- 
pose the glands were ground up with seas and into paste in a 
mortar, transferred to a test-tube by the aid of 50% alcohol, using 
ten times the volume of gland and submitted for 3 minutes boiling. 
The coagula was filtered off and 0.5 ce. of this filtrate was used for 
the test. Practically two glands were treated together, because one 
is too minute to treat. 
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«As ferment, a fresh bull’s heart muscle was used. It was 
washed with water thoroughly until it gave no more reduction 
when used alone and made into paste with M/15 phosphat buffer 
(pH 7.3) in the proportion of 10 ce. to 1 gm. of the muscle. 

As the H»y-donator 1% solution of candiolin (Na-salt) was used 
which was prepared by adding equivalent Na-oxalat to Ca-content 
of the purified candiolin. 

The experiment was carried out as follows: 

Into the Thunberg’s vacuum tube were introduced 1 ee. of 
the heart muscle paste, 0.5ce. each of methylenblue solution 
(M/5000), suprarenal extract and candiolin solution. After they 
were mixed the tube was evacuated for the minute by means of 
the rotary pump, put into the thermostat kept at 37°C and the 
time for complete decolourisation was measured. The results are 
summarised in Table I. 


TABLE I, 
The effect of ligating the pancreatic duct of rabbit upon the co-ferment 
content of suprarenal cortex and its size. 


Normal rabbit 


Operated rabbit 


Per 1 kg. body Per Lkg. body 


weight Decolour- weight Decolour- 
- : ing time ing time 
Weight of| Size of Weight of| Size of 
suprarenal]suprarenal suprarenal|suprarenal 
cortex cortex cortex cortex 
gm. cem. gm. ccm. 
1 0.115 0.052 - 1 0.395 0.354 
2 0.121 0.062 2 0.135 0.103 
¢ -204 0.115 3 0.292 0.118 
z ‘<7 } 5°50” } 340” 
4 0.204 0.233 4 0.285 0.351 
18 5 0.200 0.124 
5 0.187 | 4’38" } 9’20” 
6 0.170 0.094 6 0.149 0.090 
ANGST inr9166 0.112 seg” |AYeT-| 9.249 0.202 3’20” 
age age 


As will be seen from the table the suprarenal gland and the 
cortical portion of the operated rabbit show an apparent hyper- 
trophy accompanied by an increase of the coenzym content. 


152 


T. Konomi: 


Using lactic acid as Hy,-donator thé author confirmed the 
This fact is naturally expected 


increased output of the coenzym. 


from the work of Yamamoto. 


TaBLeE II. 


The effect of ligating the pancreatic duct upon the coferment content 


for lactodehydrogenase in suprarenal cortex. 


Normal rabbit 


Per 1lkg. body 


Operated rabbit 


Per 1kg. body 


weight Decolour- weight Decolour- 
ing time -- - ing time 
Weight of| Size of Weight of} Size of 
suprarena]|suprarenal suprarenaljsuprarenal 
cortex cortex cortex cortex 
gm. cem. gm. ecm. . 
i 0.189 0.078 630” 1 0.301 0.196 46” 
2 0.204 0.099 740” 2 0.219 0.104 4’7” 
3 0.201 0.077 548” 2 0.245 0.106 4'26” 
4 0.231 0.098 5/25" 4 0.252 0.101 4’11” 
5 0.275 0.123 88” 5 0.357 0.136 4'43” 
6 0.196 0.082 8'5” 6 0.262 0.103 3°40” 
ee 0.216 0.092 sce” [Aer] o.o38 0 124 4’12” 


Experiment 2. The effect of lactic acid injection upon the 
coferment content in adrenal cortex. 


It is a well-known fact that adrenal cortex shows a hyper- 
trophy when the patient suffered from kakke (rice-disease). 
Sakai (1934) observed in this laboratory that this really happened 
when fowls were nourished on polished rice and that in this case 
the hypertrophy was accompanied by the inerease of coferment. 
He suggested that this might be the hypertrophy for the sake of 
the increased output of the coferment as the result of the incorpora- 
tion of a large amount of carbohydrate. 

As has already been depicted, as the coferment of the adrenal 
cortex is involved also in the combustions of lactie acid, the increase 
of the latter should lead to the similar hypertrophy of adrenal 
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cortex as Sakai demonstrated. In the following experiment the 
author proved this fact clearly. 

Into a lot of-rabbit a solution of sodium lactate was injected 
every day for 3 weeks: 10ce. for the first week, 20 cc. for the 
second and 40 ce. for the last. At the end of 3 weeks the animals 
were killed artd the weight, the size,*and the coferment eontent of 
adrenal cortex were examined by the methods described in the 
foregoing experiment. The results are summarised in Table LII. 

TABLE III. 


The effect of the injection of Na-lactat upon the coferment content 
of suprarenal cortex. 


Normal rabbit injected rabbit 
Per lkg. body Per 1kg. body 
weight Decolour- weight Decolour- 
——_—__—___———__| ing time ing time 
Weight of| Size of Weight of| Size of 
suprarenal|suprarenal suprarenal|suprarenal 
cortex cortex cortex cortex 
gm. ecm. gm. ecm. 
1 0.194 0.187 6’ 1 0.231 0.214 25” 
2 0.216 0.167 533” 2 0.392 0.249 2’44” 
3 0.151 0.052 3°30” 3 0.251 0.194 38” 
4 0.148 0.055 2 id 4 0.253 0.142 228” 
5 0.218 0.103 3’30” 5 0.246 0.135 220” 
Aver-| 0.185 0.112 a’o3” |AVer-|  g074 0.186 233” 


age age 


— = 


As will be seen from the table the adrenal cortex was enlarged 
and the decolourisation-time of methylenblue by the addition of 
extract of suprarenal cortex of the animal treated with sodium 
lactate showed a decided shortening compared with that of the 
normal animals. 

In this connection the work of Fukui (1933) is worth men- 
tioning. He observed that the rise of lactic acid content in blood 
at its intravenous injection was reduced by the simultaneous 
application of the extract of suprarenal cortex. This fact is self- 
explanatory from the writer’s experimental result. 

Another interesting point to be suggested here is the aethio- 
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logical moment of hypertrophy of adrenal cortex in rice disease. 
Sakai attributed this to the excessive uptake of carbohydrate. 
Besides this the writer believes that the accumulation of lactic acid 
in various tissues of avitaminotic animals may be responsible. 


Experiment 3. The effect of ligating the pancreatic duct 
upon blood sugar of rabbit. 


As is discussed in the foregoing experiment, if the hypertrophy 
of the suprarenal cortex of the animal has any compensatory mean- 
ing for pancreas activity in producing something important for 
sugar combustion then it is expected that the ligature should be 
followed at least at the beginning by an inerease of blood sugar 
content as the indication of diminished carbohydrate metabolism. 

The following experiment furnishes the evidence of this fact. 
After putting the ligature on the pancreatic duct the blood sugar 
is determined by Hagedorn-Jensen’s method at the intervals 
given in the table. 


TaBLE IV. 
The effect of ligating pancreatic duct upon blood sugar of rabbit. 


body Before After After After 
weight ligating 5 days 10 days 30 days 

kg mg% mg% mg% mg% 

1 1.990 81 55 133 129 

2 2.410 70 125 119 

3 1.985 61 124 131 119 

4 2.190 127 vi 132 129 

5 2.105 122 125 130 102 

6 2.130 117 132 122 127 
Average 2.135 96 123 127 121 


Experiment 4. The effect of coferment upon blood 
glycolysis. 
The glycolytic power of blood is intimated with the intact 
blood cells. Thus it was tentatively proved by many authors that 
haemolised blood no longer retains glycolytic activity. From the 
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fermentative point of view this fact seems to necessitate further 
explanation, because it is quite improbable that the glycolytic 
ferment is destroyed by the haemolytic process. Supposing that 
the ferment as well as the coferment is intact, then one of the 
probable causes for the inactivity by haemolysis is the disruption 
of the linkage between ferment and coferment, which stands in 
effective connection inside the cell. And if this connection is the 
function of the concentration of both components then it might be 
expected that by raising the concentration of coferment the gly- 
colytic power of blood cells may be increased. 

But one of the important things to be taken into consideration 
is the sort of coferment involved in the blood glycolysis. Accord- 
ing to Bumm and his coworker (1928) and later Matsuzaki 
(1933) there are two distinct types of glycolysis in animal tissue; 
namely red muscle and liver belonging to one group; and kidney, 
brain and tumor to another. The former necessitates the presence 
of hexokinase isolated by Meyerhof (1927) from yeast and is 
concerned only with the combustions of hexose phosphates, while 
the latter of coferment-T, which is isolated by Bumm from tumor, 
is directly concerned only for glucose. 

In the case of blood glycolysis it is certain that glucose is 
rapidly combusted, though it is still obscure whether the foregoing 
formation of hexosephosphate is necessary or not. If this is the 
case, such a coferment as hexokinase may be active while cofer- 
ment-T brings no proof. The coferment from suprarenal cortex 
should act in the same manner as hexokinase. In the following 
experiment, therefore, the author tested how the blood glycolysis 
is affected by the addition of various sorts of coferments. The 
blood from duck was used thoroughout the experiment. Meyerhof 
(1932) has suggested that the blood of this animal contains an 
abundance of Lohmann ’s (1931) pyrophosphate fraction, which 
is essential for sugar combustion. 

The coferments used were prepared by the sited described 
in the foregoing series of this paper. 

The blood was collected with aseptic precaution after the 
method described by Barrenscheen (1930), and 2cc. of this 
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defibrinated blood was mixed with 1% glucose solution in the 
proportion of 1 ce. to 5 ce, of the blood and with 1 ce. of the extract 
of suprarenal cortex containing 7 mg. of the coferment. As the 
control lee. of Aq. dest. was added instead of the extract. After 
incubation for a certain length of time as is indicated in the table, 
the sugar content was determined by the method of Hagedorn- 
Jensen. The results are summarised in Table V, where the 
amounts of sugar disappeared (the average of 5 determinations) 
are given in mg %. 
TABLE V. 


The effect of the extract of suprarenal cortex, hexokinase von Meyerhof 
and coferment-T von Bumm upon the glycolysis of the blood. 


The amout of glucose 
disappeared in mg. % 


Sort of coferment Incubations time 
Kontrol 
' mg% mg% 
Suprarenal = rid sed 
coferment 60’ 30 13 
90’ 38 26 
60’ 35 
Hexokinase , 
von Meyerhof — = 
180’ 72 
30’ 9 
Coferment-T , 
von Bumm 60 15 
90’ 23 


It is evident from the above table that the glycolysis in blood 
is greatly augmented in the presence of hexokinase and suprarenal 
coferments, 

The experiment was repeated, using purified candiolin instead 
of glucose. Since the usual preparation of candiolin is ealeium 
compound and insoluble in water it was treated with Na-oxalate 
and made into soluble Na-salt. Futher, the rate of decomposition 
was determined by the Warburg’s manometric method. because 
the reducing power of candiolin is far less than that of glueose. 
The result is given in Table VI. 
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TABLE VI, 
The effect of suprenal coferment upon the glycolysis by blood. | 


The amount of lactic acid produced by 1 ce. 
e : of blood (measured by the Wargbug’s 
No. wer et ny manometric method) 
imes a 
Suprarenal cortex Control 
| mg mg 
1 1 hour 0.218 | 0.049 
2 . | 0.088 | 0.024 
3 3 | 0.019 0.000 
— mS —— — if = ee 
Average oA 0.109 0.024 


A similar experiment was repeated on the haemolysate, which 
was prepared by the method of Meyerhof (1932) as follows. The 
blood was collected from the axilar vein of duck, defibrinated, and 
separated into blood corpuscle and serum by centrifugalisation. 
The blood corpuscle were washed repeatedly by the Ringer solution 
and then haemolysed with the addition of 1.5 volume of ice-cooled 
water. The haemolysate was frozen in a cold mixture and again 
dissolved. This process was repeated many times to complete the 
haemolysation. Then 15 volumes ‘of Ringer solution were added 
and the whole solution was subjected to centrifugalisation. The 
supernatant solution is claimed by Meyerhof to retain the gly- 
colytic ferment. But by the preliminary experiment it was found 
that glucose and eandiolin were so little changed as to be measured 
by Hagedorn-Jensen’s method. Therefore the author applied 
the Warburg’s manometric method. The mixtures of the react- 
ing solutions were arranged in 4 vessels as follows. 


Ferment-Solution + 0.25% Candiolin-Ringer sol. Po 0 


- 1.0 ce. 3.0 ce. 
Suprarenal Extr. 
II : + ” us 10 mg. 
Ringer sol. 
It #4 = 3.0 ce. og # 


‘IV ¥ + a ot 0 
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The manometric readings were recalculated into lactic acid 
in the usual manner. The results are indicated in Table VII. 


TABLE VII. 
The effect of suprarenal coferment upon the glycolysis by haemolysate. 


The amount of lactic acid produced by 1 cc. 


; of haemolysate (measured by the Warburgs 
Ineubations 


No. ines manometrie method ) ie 

Suprarenal cortex Control 
mg. mg. 
1 ! l hour 0.098 0.054 
Z of 0.095 0.029 
3 ” 0.093 0.019 
4 1 9 0.078 0.054 
5 | ‘ 0.057 0.027 
6 i 0.078 0.027 
7 3 0.060 0.045 
8 x 0.078 0.024 
9 33 0.092 0.036 
10 5 0.049 
Average te 0.079 0.036 


It was found that glucose was not decomposed at all by the 
haemolysate, while candiolin was disintegrated into lactic acid in 
an appreciable manner. And this occurred more intensely in the 
presence of suprarenal coferment. 

It will be coneluded, therefore, that by haemolysis the glucose- 
decomposing power of blood was abandoned, but that of hexosedi- 
phosphate was still maintained, which will be intensified by the 
addition of the coferment. In the foregoing experiment we 
observed that the intact erythrocyte can decompose glucose and 
candiolin more rapidly in the presence of coferment. The involv- 
ment of such coferment in the process of blood glycolysis also might 
be perceptible by the isolation of coferment from blood by 
Barrenscheen (1931). 

From this fact it is probable that glucose in the form of 
phosphate compound can be more easily decomposed and that by 
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haemolysation the synthetic power of hexosephosphate from its 
ingredients might be deprived off. In support of this idea stands 
the observation of J. Bodndr and Bela Tanké (1929) that 
coferment as well as the ferment of phospholisation (in tissué= 
phosphatese) were liable to be destroyed by washing. 

The following experiment was undertaken with a view to 
verify this point. 

The duck’s blood and the haemolysate prepared as described 
above were used. Into 3 centrifugal tubes of 10 ce. capacity were 
introduced blood or hoemolysate, citrate buffer, NaF solution, 
Na2HPOy, solution, glucose solution and distilled water in the 
quantity as follows: 


Blood or (haemolysate) 
Citrate buffer (pH 6.4) 
M/2 Na. F. solution 
M/300 MasHPO, solution 
M/100 glucose solution 
H:0 

Toluol 


To each tube, 0.05 ce. of toluol was added and after it was 
well mixed the tube was incubated for 24 hours. Then 2 ce. of 
the reacted solution from each tube were pipetted out and mixed 
with 8 ec. of 2.5% trichloracetic acid. The precipitate was filtered 
off and on 3ce. of the filtrate, inorganic phosphoric acid was 
determined by the method of Kurt Samson (1929). 

The value of inorganic phosphoric acid that entered into the 
organic compound was calculated from the following equation. 

(inorg. P. in I1+inorg. P. in I1I)—inorg. P. in I 
= synthesized P. 

Table VIII indicates such a value in mg. by 1 cc. of the blood 
and by lee. of the haemolysate having 100 haemoglobin number, 
which corresponds to 1.4 ee. of the original blood. 

As will be seen from the table the synthetic power of phosphate 
of the blood was greatly reduced by haemolysation. 
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Tasie VIII. 
Phosphorisation of blood and haemolysate. 


Haemolysate Blood 
Incubations - 
time 24 hour 48 hours - 24 hour 48 hours 

mg% mg mg 7% mgYo 

1 0.42 1.05 1:25 1.78 

2 0.30 1.44 0.86 1.82 

8 0.68 0.56 1.06 a5, 

4 0.52 0.64 0.91 1.38 

5 0.26 0.99 1.22 1.41 

6 0.29 0.93 1.74 2.12 

7 0.52 1.42 1.23 1.36 

8 0.46 0.50. 1.12 2.41 
Average 0.43 0.90 1.17 1.69 


SUMMARY. 


1. The ligation of pancreatic duct of rabbit caused the hyper- 
trophy of suprarenal cortex accompanied with the increase of 
coferment content important for sugar combustion. 

2. The injection of lactic acid had the same effect as above 
upon suprarenal cortex. 

_ 8, The ligation of pancreatic duct caused a temporal hyper- 
glucemia in rabbit. 

4. Suprarenal coferment as well as Meyerhof’s hexokinase 
augmented the blood glycolysis. 

5. Haemolysed blood retained no decomposing power of 
glucose, but of hexosediphosphate. 

6. The presence of coferment caused the increase of the break- 
down of hexosediphosphate by haemolysate. 

7. By haemolysis the phosphatese action of blood was greatly 
reduced. 


I wish to express my sincere gratitude to Professor K. 
Kodama for his kind help and revision. 
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UBER DEN SCHWEFELGEHALT DES 
PANKREASBLUTES UND DER THORACICUSLYMPHE. 


VI. Uber die Beeinflussung des Schwefelhaushalts des 
Blutes sowie der Thoracicuslymphe des vagotomierten 
Hundes durch Traubenzuckerinjektion. 


Von 


SHIRO KUMAMI. 


(Aus dem physiologischen Institut der medizinischen Fakultét 
zu Nagasaki. Direktor: Prof. Dr. D. Ogata.) 


(Eingegangen am 8. Februar 1935) 


I. EW .eitune. 


Seit der bekannten Arbeit von Eppinger, Falta und 
Rudinger (1908) herrscht heute eine von ungemein vielen 
Autoren wie Gentes (1902), Pfliiger (1907), de Corral (1918), 
Castro.(1923), Macleod, McCormick und O’Brien (1923), 
Britton (1925) u.a. gestiitzte Theorie, dass die Innersekretion 
der Bauchspeicheldriise, d.h. die Funktion der Langerhansschen 
Inseln, von dem Nervensystem, besonders vom N. vagus versorgt 
wird, wenn man auch einigen Kinwanden seitens A)len (1924), 
Banting und Gairns (1924), Sehwartz und Aron (1925) 
u.a. nicht entgehen kann. Nun ist es seit der Arbeit yon Brazol 
(1884) eine durch Experimente von Zunz und La Barre 
(1927/’29) und vielen anderen Forschern bestitigte Tatsache, wie 
schon Verfasser dariiber in der II. Mitteilung berichtete, dass 
dureh die Hyperglykimie, besonders durch dieselbe nach Hinsprit- 
zung von Traubenzucker, die Insulininkretion der Bauchspeichel- 
driise gefordert wird. 

Betreffs des Inkretionsmechanismus des Insulins, das das 
Haupthormon des Pankreas ist, im normalen Zustand, gibt es 
zweierlei Anschauungen: 1) die neurogene Theorie, welche die 
Insulininkretion als Folge der Funktionssteigerung der Langer- 
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hansschen Inseln dureh die Erregung des Nervensystems, besonders 
des parasympathischen Systems, nach Hyperglykémie (hauptsach- 
lich nach durch Injektion von Dextrose provozierter Hypergly- 
kiimie), betrachtet; und 2) die humorale Theorie, welche die 
Insulininkretion als Folge der Funktionssteigerung der Langer- 
hansschen Inseln durch direkte Reizung des Inselgewebes durch 
den Traubenzucker ansieht. Also ist der Inkretionsmechanismus 
nach der letzteren Theorie ein rein chemischer. Insbesondere 
eingehend, beobachteten Zunz und La Barre (1927) dureh die 
Methode der ‘‘Anastomose pancréatico-jugulaire’’ keine Insulin- 
inkretion im Pankreasvenenblut durch Injektion von Trauben- 
zucker beim Hund, bei dem im voraus rechtsseitige oder bilaterale 
Vagotomie ausgefiihrt oder durch Atropininjektion die Nervi vagi 
gelahmt worden waren; weiter machten sie durch die Methode der 
““téte isolée’’ klar, dass die Hyperglykamie das Zentralnerven- 
system reizt, und die Erregung durch den N. vagus zu den Langer- 
hansinseln geleitet wird. 

Auch Dietrisch (1927) erlangte fast die gleichen Resultate 
durch subkutane Traubenzuckerinjektion und ferner stellten 
Hubert und Haet (1930) fest, dass die Insulininkretion, die 
durch Traubenzuckerinjektion stattfindet, sich beim beiderseitig 
vagotomierten Hund vermindert im Vergleich mit der beim 
normalen Hund, und auch Hausler und Loewi (1927), Geiger 
(1927) u.a. gewannen durch subkutane Injektion von Glukose die 
gleichen Resultate. 

Kitajima (1934) untersuchte die bioelektrischen Vorgiinge 
und die Gewebsatmung des Pankreas bei Injektion von Trauben- 

‘zucker und schloss aus seinen Versuchen, dass auf die Tiitigkeit 
der Langerhansinseln d.h. die innere Sekretion nach Trauben- 
zuckerinjektion, der linksseitige Vagus fast keinen Einfluss ausiibt, 
der rechtsseitige Vagus dagegen in sehr innigem Zusammenhang 
damit steht, und dass die Insulininkretion nieht dureh direkte 
Wirkung der Hyperglykiimie auf die Langerhansschen Inseln 
hervorgerufen, sondern durch den rechtsseitigen N. vagus gefirdert 
wird. 

Auf der anderen Seite liegen auch Versuche von Banting 
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und Gairns (1924), Pollak (1927), Gayet und Guillaumie 
(1927/°28), Grafe und Meythaler (1927/’28) u.s.w vor, welche 
dafiir sprechen, dass die Insulininkretion bei der Hyperglykamie 
nicht durch das Nervensystem bedingt, sondern eher durch direkte 
Wirkung der Hyperglykimie auf die Langerhansinseln verursacht 
wird. 

Es gibt weiter zwischen der neurogenen und der humoralen 
eine Kompromisstheorie: nach Angaben von Staub (1927), 
Houssay, Lewis und Foglia (1929), Matsui (1931), Grafe 
(1932) usw. ist es ohne Zweifel, dass ein direkter Regulierungs- 
mechanismus der Insulininkretion im Zentralnervensystem vor- 
handen ist und dass dessen Wirkung durch den N. vagus ausgefiihrt 
wird, obgleich es sicher ist, dass der Traubenzucker im Blut direkt 
die Langerhansschen Inseln zur Inkretionssteigerung reizt. 

Ferner berichteten neuerdings London und Kotschneff 
(1934), dass unter den physiologischen Bedingungen die Férde- 
rung der Insulininkretion durch Glykoseanhéufung im Blute 
ausschliesslich vermittels der Nervenzentren auf dem Wege der 
Vagusnerven vor sich geht, gleichviel ob die Hyperglykamie 
endogenen, adrenalinogenen oder exogenen Ursprungs ist, und 
dass nach vorhergehender Ausschaltung der Vaguswirkung durch 
Atropineinverleibung adrenalinogene, wie auch exogene Hypergly- 
kiimie auf direktem humoralem Wege die Inkretion des Inselap- 
parates anregen kann. 

In kurzen Worten, man darf aus diesen Resultaten vermuten, 
dass es heute fast keinen Einwand gegen das Vorhandensein einer 
zentralen Regulierung der Insulininkretion gibt, und zwar dass 
diese Regulierung mit der Schwankung des Blutzuckerspiegels 
zusammenhangt ; aber die humorale Regulierung der Innersekretion 
der Bauchspeicheldriise, besonders die Beeinflussbarkeit der 
humoralen Regulierung durch die Blutzuckerspiegelschwankung ist 
eine heute noch nicht vollig geklarte Frage. 

Verfasser beobachtete friiher (Mitteilung I-IV.) beim 
normalen bezw. pankreasgangunterbundenen Hund, dass Schwefel- 
gehaltsvermehrung des Pankreasblutes sowie der Brustganglymphe 
dureh Reizung des rechten N. vagus und durch Traubenzucker- 
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injektion eintrat, und dass die Resultate innige Beziehung mit der 
Bauchspeicheldriise, besonders mit den Langerhansinseln hatten. 
Er vermutete also, dass mindestens zum Teil die Quelle dieser 
Schwefelgehaltszunahme in der Insulinzunahme liegen diirfte. 

Die Beobachtung der Schwefelgehaltsveranderungen des Pank- 
reasblutes bezw. der Thoracicuslymphe beim vagotomierten Hund 
nach Traubenzuckerinjektion bietet also ein interessantes und 
nicht zu umgehendes Problem zur Erklarung dieser Frage, und 
als Fortsetzung seiner friiheren Studien beschaftigte Verfasser 
sich in der vorliegenden Arbeit mit dieser Seite und erreichte dabei 
die folgenden Ergebnisse. 


II. Mertruopik per VERSUCHE. 


A, Versuchsmaterial. Als Versuchstiere wurden erwachsene, 
gesunde, mittelgrosse (iiber 8.0 kg), iiber 24 Stunden lang gehun- 
gert habende Hunde gebraucht. 

B. Narkose und Operation. Die Methodik der Narkotisie- 
rung, der Operation fiir Blut- bezw. Lymphgewinnung war ganz 
gleich wie in der I. und II. Mitteilung, namlich fiihrte man zyr 
Blutgewinnung eine kleine Incision am Halse aus und schnitt 
zuerst nur den rechten N. vagus dureh zur Vermeidung der Unruhe 
und erst 10 Minuten danach auch den linken, dann legte man auf 
die Wunde eine zeitweilige Naht und liess den Hund 60 Minuten 
lang in diesem Zustand, darauf fiihrte man Laparotomie aus und 
nahm gleichzeitig je ca.15cem Blut aus der linken Carotis, der 
linken Jugularis und den Pankreatikoduodenalvenen. Zur Lymph- 
gewinnung fiihrte man bald nach der Vagotomia dextra eine 
Kaniile in den Ductus thoracicus ein, dann schnitt man den linken 
Nervus vagus durch; die Lymphe, die in 30 Minuten nach der 
Operation ausfloss, wurde weggeworfen und es wurde der Gesamt- 
schwefelgehalt in 10cem Lymphe von jeder Stundenmenge 
bestimmt. 

C. Versuchsmethodik. Die Bestimmungsmethodik des Blut- 
bezw. Lymphschwefelgehaltes war ganz gleich wie in der I. und 
II. Mitteilung. 


III. V&rRSUCHSERGEBNISSE. 
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A. Schwefelgehalt des Blutes. 


1. Schwefelgehalt des Blutes des hungernden Hundes nach 
Vagotomia duplex. Es ist selbstverstindlich, dass die Inkretion 
der Bauchspeicheldriise durch Beriihrung bzw. Durchschneidung 
des N. vagus gereizt wird, und daher bestimmte man erst 60 
Minuten nach der Vagusdurchsehneidung den Schwefelgehalt des 
Pankreasvenen- sowie Carotisblutes. Bei Nr. 2,4 und 5 wurde das 
Blut durch Laparotomie gewonnen, die nach Entfernung der 
Thoracicuskaniile und Unterbindung des Brustganges in der VI. 
Stunde nach Lymphfiussbeginn ausgefiihrt wurde. 

TABELLE I. 


(Gesamtschwefelgehalt des Blutes des hungernden 
Hundes nach Vagotomia duplex.) 


Gesamtschwefel in Milligramm 


K6rper- pro 100 cem Hundeblut 

Datum Tier gewicht 

(1934) Nr. (kg) u. Differenz 
Gesehl. Pp Cc J 

6/X 2 9.00 2 8.57 8.41 8.39 

10/X 4 9.50 9 8.42 8.32 

12/xX 5 16.00 3 9.24 9.03 

14/X1I 18 13.40 3 7.41 7.33 

20/XI 20 10.00 3 9.18 9.14 

5/XII 24 8.00 6 8.41 8.16 8.15 

6/XII 25 8.50 ? 9.84 9.71 9.65 

Durchschn. 10.63 8.72 8.58 8.73 


P: Pankreasvenenblut; ©: Carotisblut; J: Jugularisblut 


Wie man aus Tabelle I ersieht, ist zwischen dem Schwefel- 
gehalt des Carotisblutes und dem des Jugularisblutes fast kein 
Unterschied vorhanden. Geht man aufs Einzelne ein, so findet man 
einen sehr geringen Unterschied, nimlich der Schwefelgehalt des 
Jugularisblutes ist eher geringer, wenn auch kaum merklich. Aber 
der Schwefelgehalt des Pankreasvenenblutes ist immer hoéher als 
der des Carotisblutes, obgleich die Differenz sehr gering ist, sie 
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betriigt namlich 0.04-0.25 mg , durchsehnittlich 0.14 mg% . 

2. Schwefelgehalt des Blutes 1 Stunde nach Traubenzucker- 
injektion. 30 Minuten nach der bilateralen Vagotomie wurde dem 
Hund die Traubenzuckerlésung eingespritzt, dann liess man ihn 
60 Minuten lang in diesem Zustand; darauf nahm man gleichzeitig 
Blut aus der linken Carotis und den Pankreatikoduodenalvenen 
und bestimmte die Mengen des Gesamtschwefels in je 10 eem von 
beiden Blutmengen. Die Injektionsmethodik, die InjeKktions- 
geschwindigkeit und die Dose des Mittels waren ganz gleich wie in 
der I. und II. Mitteilung. Die Ergebnisse sind aus Tabelle II zu 
ersehen. Die Schwefelgehaltsverinderungen des Pankreasvenen- 
blutes des vagotomierten Hundes durch Dextrosinjektion ist anders 
als die beim normalen Hund. 

TABELLE IT. 


(Schwefelgehalt des Blutes 1 Stunde nach 
Traubenzuckerinjektion. ) 


Gesamtschwefel in Milligramm 


Korper- 
Datu Tier cewient pro 100 ceem Hundeblut 
1934 Nr. (kg) u. see 
Geschl. P c pei. 
22/X 9 14.00 2 8.79 8.51 0.28 
24/X 10 14.00 2 9.00 8.89 0.11 
25/X 11 9.50 6 8.18 8.11 0.07 
15/X1 19 16.00 6 9.24 9.06 0.18 


Durehschn, 13.38 8.80 8.64 0.16 


Wie obige Tabelle zeigt, betragt der Unterschied des Schwefel- 
gehaltes zwischen dem arteriellen und vendsen Blute 0.07-0.28 
mg%, durehsehnittlich 0.16 me, und ein Vergleich mit dem in 
der Tabelle I weist fast keine Differenz auf. 


B. Schwefelgehalt der Lymphe. 


1. Schwefelgehalt der Lymphe des hungernden Hundes nach 
Vagotumia dupler. Die stiindliche Abnahme der Lymphfluss- 
geschwindigkeit ist im allgemeinen nach Vagotomie ziemlich grésser 
als der beim normalen Hund. Die Kurve der Sehwefelgehalts- 
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vertinderumgen der Lymphe ist etwas stirkeren  stiindlichen 
Sehwankungen als die beim normalen Hund unterworfen, wie die 
angefiihrten Daten zeigen, aber sie weist keine ploétzlichen grossen 
Sehwankungen auf. 


TABELLE ITT. 
Gesamtschwefelgehalt in 100 cem der Thoracicuslymphe des hungernden 
Hundes nach Vagotomia duplex. . 


Korper- | 0.5-15 | 1.5-2.5 | 2,5-3.5 | 3.5-4,5 | 4,5-5.5 


Datum Tier gewicht 
1934 Tr. 
( ) le (kg) 2. Stunde nach der Operation 
6/X 2 9.00 9 7.79 7.60 7.54 7.48 7.47 
10/X 4 9.50 9 8.20 8.12 8.15 8.02 8 04 
127/X 5 16.00 6 6.57 6.15 6.50 6.32 6.18 
27/X1 24 12.50 ¢ 6.99 6 63 6.57 6.40 6 40 
Durchsehn. 11.75 7.39 7 fa} 7.19 7.06 7.02 


Es ist merkwiirdig, dass eine, wenn auch nicht auffallende, 
Neigung zu allméhlicher Senkung des Schwefelgehaltes vorhanden 
ist. Besonders ist an Nr. 5 und 24 in Tabelle III der Unterschied 
des Schwefelgehaltes zwischen der 1.- und 2.-Stundenlymphe deut- 
lich, aber der Herabsetzungsgrad verandert sich individuell und 
zeigt weiter missige stiindliche Veranderung. 

2. Schwefelgehalt der Lymphe des Hundes nach aR 
dextra. Die stiindliche Abnahme der Lymphflussgeschwindigkeit 
ist hier sehr klein im Vergleich mit der nach bilateraler Vagotomie, 
und der Hund bleibt nach der Operation meist ganz ruhig. 

TABELLE IV. 


Schwefelgehalt in 100 ccm der Thoracicuslymphe des 
Hundes nach Vagotomia dextra. 


Korper- | 0.5-1.5 | 1.5-2.5 | 2.5-3.5 | 3.5-4.5 | 4.5-5.5 


Datwu Tier gewicht 

iad ore (kg) u. Stunde nach der Operation 
Geschl. 

6/XI 15 15.00 3 6.25 6.07 6.08 6.10 6.27 

8/X1 16 17.50 3 8.68 8.59 8.56 8.60 8.54 


“Auch der “Schwefelgehalt der Lymphe zeigt sehr geringe 
stiindliche Schwankungen und hier ist die allmahliche Neigung 
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zur Senkung nicht vorhanden, d.h. der Verlauf des Schwefel- 
gehaltsverinderung sowie die Ausflussgeschwindigkeit der Lymphe 
zeigen fast die gleichen Verhialtnisse wie beim normalen Hund. 
Die Resultate sind in der Tabelle IV verzeichnet. 

3. Schwefelgehalt der Thoracicuslymphe des vagotomierten 
Hundes nach Traubenzuckerinjektion. Zu Beginn der zweiten 
Stunde spritzten wir dem Hunde nach der gleichen Methode und 
in der gleichen Dosis wie in der II. Mitteilung Glukose ein. 


TABELLE V. 
Schwefelgehalt in 100 cem der Thoracicuslymphe des vagotomierten 
Hundes nach Traubenzuckerinjektion. 


Korper- 0.5-1 5 | 1.5-2 5 | 2.5-3.5 | 3.5-4.5 | 4.5-5.5 
Datum Tier gewicht 
(1934) Nr. cee Stunde nach der Operation 
26/X 12 16.70 2 8.24 viol fl! T.27- 7,78 8.17 
2/XI 13 11.50 6 7.03 6.65 6.44 6.67 6.93 
10/XI ie 15.00 3 7.40 fea BI 7.20 7.39 7.27 
21/XI 21 17.00 3 7.95 7.65 7.81 VPC f 7.59 
Durehsehn. 15.04 7.66 7.28 7.18 7.40 7.49 


Dureh die Zuckerinjektion vermehrte sich die Lymphfluss- 
menge in der I. und II. Stunde nach der Injektion, aber das 
Verhaltnis der Vermehrung wich von dem beim normalen Hund 
ab und zeigte ziemlich starke Schwankungen. Wie in der Tabelle 
V zusammengefasst wird, ruft bei simtlichen Fallen die Dextrose- 
injektion eine leichte Abnahme des Schwefelgehaltes bei der 1.- 
und 2.-Stundenlymphe nach der Injektion hervor, und schon in 
der 3.-Stundenlymphe zeigt meistens der Schwefelgehalt eine 
Neigung zur Vermehrung d.h. zur Wiederherstellung, aber in der 
4.-Stundenlymphe erreicht er noch nicht das Anfangsniveau und 
bleibt etwas niedriger im Vergleich mit dem vor der Injektion. 

Ferner untersuchte Verfasser zur Kontrolle die Schwefel- 
gehaltsveranderungen der Thoracicuslymphe des vagotomierten 
Hundes nach Kochsalzinfusion (5 cem einer 10¢cigen Lésung pro 
Kg Korpergewicht) zu Beginn der 2ten Stunde. 


Schwefelgehalt d. Pankreasblutes u. d. Thoracicuslymphe-VI. 171 


TABELLE VI. 
(Schwefelgehalt in 100 eem der Thoracicuslymphe des vagotomierten 
Hundes nach Kochsalzinjektion. ) 


Korper- 0.5-1.5 | 1.5-2.5 | 2.5-3.5 | 3.5-4.5 | 4.5-5.5 
Datum Tier gewicht 
1934 Nr. k 5 
( ) = Org). Stunde nach der Operation 
16/X 6 8.50 3 7.50 7.03 7.29 7.40 7.17 
19/X 7 8.00 9 TAR: ht BT | ye TRI Ae OG aly 928 
S6/ XT 23 14.30 9 7.37 7.15 6.92 7.22 7.26 
Durehsehn. 10.27 7.43 6.97 7.11 7.23 7.24 


Wie man aus Tabelle VI ersieht, sank in allen Fallen ebenfalls 
der Lymphschwefelgehalt nach der Kochsalzinjektion ab und stieg 
dann wieder allmahlich. Der Verminderungsgrad und die Erho- 
lungsverhaltnisse sind jeder fiir sich denen nach der Traubenzucker- 
injektion ahnlich. Beobachtet man aber die einzelnen Fille einen 
nach dem andern, so ist das Verhaltnis und der Verlauf der 
Schwefelgehaltsverminderung verschieden. 


IV. Diskussion. 


Verfasser erwahnte schon in der Einleitung, dass zwischen 
der Insulininkretion und dem N. vagus ein ganz untrennbarer 
Zusammenhang vorhanden ist und also ist’es selbstverstandlich, 
dass durch Vagotomie eine Veranderung der Inkretion der Bauch- 
speicheldriise verursacht wird. Andererseits ist der N. vagus der 
Nerv, welcher auf Atmung, Herzaktion und Funktionen der 
anderen Brust- bezw. Bauchorgane einen grossen Hinfluss ausiibt, 
und man kann also leicht verstehen, dass bilaterale Vagotomie am 
Halse auf den Organismus einen betrichtlichen Einfluss ausiiben 
muss; was nach der Arbeit von Cokkalis und Nissen (1926) 
iiber Veriinderung des Blutchemismus bezw. Gasaustausches, weiter 
iiber Vagustod und Vaguspneumonie nach Vagotomie, leicht ver- 
standlich ist. Auch in meinen Versuchen konnte man bei einigen 
Tieren wegen heftiger Unruhe unter Dyspnoe nach Vagotomie nicht 
weiteroperieren. 

Weiter wies Iesaka (1933) nach, dass die Regulation des 
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Schwefelstoffwechsels im Blute durch die N. vagi und N. sympathici 
ausgefiihrt wird, und dass durch die Vagi die Schwefelkonzentra- 
tion des Blutes herabgesetzt, durch die Sympathici hingegen 
gesteigert wird; andererseits behauptete Tanaka (1933), dass 
intravendse Injektion von Schwefel Blutzuckersenkung verursacht, 
wobei der Angriffspunkt des Schwefels sich héchstwahrscheinlich 
im Zwischenhirn befindet, ferner dass der Reiz nun durch die Nervi 
vagi peripheriewarts geleitet wird und erregend auf die Insulin- 
inkretion des Pankreas wirkt, auf welche die Blutzuckersenkung 
folgt, und schliesslich dass das Vorhandensein des Splanchnicus- 
Nebennierensystems dabei antagonistisch wirkt. Es ist also auch 
leicht verstindlich, dass durch Vagotomie die Veranderung der 
Blutschwefelkonzentration verursacht wird, wenn die Behauptung 
von lesaka u.a. stimmt. : 

Hinerseits studierten schon Campanaccei (1928), Koehler 
(1928), Sato (1930) u.a. den Schwefelstoffwechsel im Blute bezw. 
Harn nach Traubenzuckerinjektion, aber ihre Resultate stimmen 
noch nicht ganzlich iiberein. Ausserdem berichteten Harnack 
und Kleine (1899), Reale und Velardi (1907), Noorden 
(1907), Meyer-Bisch und Thyssen (1923), Biittner (1930), 
Tasaka (1931) und viele andere Forscher iiber die Beziehung 
zwischen dem Schwefelstoffwechsel und der Inkretionsverainderung 
des Pankreas, d.h. sie untersuchten den Schwefelstoffwechsel des 
Diabetikers, aber ihre Resultate sind verschieden. Vergleicht man 
nun den Schwefelgehalt des Carotisblutes mit dem des Jugularis- 
blutes in meinen Versuchen, so ist im grossen und ganzen fast kein 
Unterschied vorhanden, doch im Vergleich des Schwefelgehaltes 
des Pankreasvenenblutes mit dem des Carotisblutes ist ein Unter- 
schied von 0.14mg% im Durchsehnitt vorhanden und vergleicht 
man dies Resultat mit dem vom normalen Hund (Tabelle 1, in der 
I. Mitteilung), so ist der Schwefelgehalt des Pankreasvenenblutes 
auch hier immer héher als der des Carotisblutes, wenn auch diesmal 
die Differenz sich etwas verminderte. Es ist sehr merkwiirdig und 
gleichzeitig sehr interessant, dass selbst beim vagotomierten Hund 
der Unterschied des Sechwefelgehaltes zwischen dem Pankreasvenen- 
und dem Carotisblut bemerkbar ist. Verfasser vermutete in den 
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vorigen Mitteilungen, dass der Untersechied des Schwefelgehaltes 
zwischen dem Pankreasvenen- und dem Carotisblut seine Quelle, 
wenigstens mehr als zur Hilfte, im Schwefel vom Insulin, das 
selbst wahrend der Hungerzeit sezerniert wird, haben diirfte. 

Erwagt man aber, dass dieser Unterschied noch nach Vago- 
tomia duplex vorhanden ist und zwar dass er im Vergleich mit 
dem beim normalen Hund sich etwas vermindert usw., so muss 
es ein zutreffenderer Gedanke sein, dass auch eine gewisse Menge 
von der schwefelreichen Substanz ausser Insulin, deren Wesen noch 
unklar ist, durch Tastung, Druck, Abkiihlung usf. der Bauch- 
speicheldriise wahrend der Blutgewinnung in die Pankreasvenen 
eintritt, da die V. Pankreatikoduodenalis von der Zwischenrip- 
pengegend austritt und daher die Operation fiir Blutgewinnung 
etwas schwierig ist. Besonders ist Verfasser mehr und mehr zu 
diesem Gedanken wegen des Umstandes geneigt, dass der Unter- 
schied des Schwefelgehaltes durch Glukoseinjektion nach Vagotomie 
sich nicht nur nicht vermehrt, sondern, wie Tabelle II lehrt, fast 
keine Veranderung zeigt. 

Ferner schwankt der Schwefelgehalt der Brustganglymphe 
stiindlich in ziemlich starkem Grad, wie man in Tabelle III ersieht, 
und zeigt, wenn auch nur geringfiigig, eine allmahliche Neigung 
zur Senkung. 

Man kann leicht verstehen, dass durch Vagotomie am Halse 
starke Verdénderungen von Atmung,.Herzaktion usw., besonders 
von Tiefe und Typus der Atmung, verursacht werden, und Ver- 
fasser glaubt also, dass die betraéchtliche Veranderung des Lymph- 
ausflusses wahrscheinlich durch Verdinderungen von Tiefe und 
Typus der Atmung verursacht wird. Es ist daher keine gezwun- 
gene Auslegung, dass durch diese Veranderung des Organismus 
nach Vagusdurechschneidung die Veranderungen des Lymphschwe- 
felgehaltes entstehen kénnen. Durch Vagotomia dextra entsteht 
keine nennenswerte Veriinderung in Atmung und Herzaktion und 
betreffend die Ausflussmenge der Lymphe sowie den Schwefelgehalt 
derselben ist zum Vergleich mit denen vom normalen Hund kein 
erosser Unterschied vorhanden, sodass durch diese Resultate die 
Wabrscheinlichkeit meiner obigen Vermutung sich noch vermehrt. 
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Dureh subdiaphragmatikale Vagotomie kiénnen vielleicht die 
obenerwahnten Sehwankungen sowie die allmahliche Neigung zur 
Herabsetzung des Lymphschwefelgehaltes vermieden werden. 

Weiter ist die Schwefelgehaltsverinderung der Lymphe nach 
Einspritzung von Traubenzucker verschieden von der beim 
normalen Hund und dhnelt der Veranderung nach Kochsalzinjek- 
tion, es vermindert sich naimlich der Lymphschwefelgehalt beim 
vagotomierten Hund dureh Traubenzuckerinjektion im Gegensatz 
zum normalen Hund und hat Ahnlichkeit mit der Schwefelgehalts- 
verainderung beim pankreatektomierten Hund nach Dextroseinjek- 
tion. Auf die Schwefelgehaltsveranderung der Brustganglymphe 
nach Glukoseinjektion tibt also die beiderseitige Vagotomie fast 
den gleichen Einfluss wie Pankreasexstirpation aus. Es ist namlich 
wahrscheinlich, dass die Herabsetzung des Schwefelgehaltes der 
Lymphe dureh Glukoseinjektion infolge der Wassergehaltsver- 
mehrung derselben stattfindet. 

Uber die Beeinflussung der dusseren Sekretion der Bauch- 
speicheldriise dureh Traubenzuckerinjektion beobachteten La 
Barre und Destrée (1928/30), Destrée (1930) u.a. deren 
Steigerung und sie behaupteten, dass der Impuls durch N. vagus 
zum Pankreas geleitet wird, aber Gayet und Guillaumie (1927) 
konnten diese Steigerung nicht nachweisen; nach den Unter- 
suchungen von Suzuki (1928), Kitajima (1934) (in unserem 
Institut) usf. ist zu schliessen, dass die fussere Sekretion des 
Pankreas durch intravenése Zuckerinjektion nicht verursacht wird ; 
weiter, soviel Verfasser bekannt ist, findet man ausser den Arbeiten 
von den soeben erwaéhnten Autoren wie Destrée u.a. keine 
Forschung, welche eine reizende Wirkung der intravenésen Zucker- 
injektion auf die Pankreassaftsekretion nachwies ; ferner wies schon 
Verfasser in der 1V. Mitteilung nach, dass mindestens die Schwefel- 
gehaltsveranderung in der Thoracicuslymphe nach Traubenzucker- 
injektion von der dusseren Sekretion der Bauchspeicheldriise fast 
unabhangig ist. Die obenbeschriebenen Resultate von Suzuki usf. 
mit meinen Versuchen verbindend, kann man also schliessen. dass 
zwischen den Schwetelgehaltsverainderungen der Thoracicuslymphe 
bezw. des Pankreasvenenblutes beim vagotomierten Hund nach 
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Traubenzuckerinjektion und der ausseren Sekretion des Pankreas 
kein inniger Zusammenhang vorhanden ist. 

Verfasser erwahnte schon ausfiihrlich, dass der N. vagus fiir 
die Innersekretion des Pankreas unentbehrlich ist und dass 
intravenodse Injektion von Glukose ein starker Erreger der Inner- 
sekretion des Pankreas ist. Und iiber das schéne Zusammenfallen 
bezw. den Parallelismus zwischen den Schwefelgehaltsverinde- 
rungen des Pankreasblutes bezw. der Thoracicuslymphe und den 
Insulininkretionsverhaltnissen, die bis heute von vielen Autoren 
beobachtetet wurden, berichtete Verfasser bereits in den vorigen 
Mitteilungen. 

Vergleicht man also die Resultate, die durch Glukoseein- 
fiihrung in die Femoralvenen nach Vagusdurchschneidung gewon- 
nen wurden, mit denen, die Verfasser bisher berichtet hat, so ist 
es keine grundlose Vermutung, dass die in der vorliegenden Arbeit 
gewonnenen Resultate zu der Insulininkretionsveranderung durch 
Vagotomie eine gewisse Beziehung haben diirften. 

Kurz gesagt, kann Verfasser seine bisherigen Resultate wie 
folet zusammenfassen: durch Reizung des rechten N. vagus und 
durch intravendse Zuckerinjektion vermehrt sich der Schwefel- 
gehalt des Pankreasvenenblutes bezw. der Thoracicuslymphe, und 
zwar kann man beim Hund, welcher eine durch Gangunterbindung 
die gréssten Teile der Parenchymzellen verlorene Bauchspeichel- 
driise hat, das gleiche Resultat bekommen, waihrend Verfasser beim 
depankreatisierten Hund die Schwefelgehaltsvermehrung durch 
Vagusreizung oder durch Glukoseinjektion nicht nachweisen kann, 
und weiter kann er dureh Traubenzuckerinjektion nach Vagotomia 
duplex die Schwefelgehaltssteigerung nicht bekommen und auch 
bei Sekretininjektion ist die Lage gleich. 

Andererseits, nach den histochemischen Untersuchungen des 
Pankreasgewebes, welche Verfasser ausgefiilrt hat, ist kein Zweifel, 
dass dass Langerhansinselgewebe und der Schwefel untereinander 
eine ganz innige Beziehung haben miisssn ; diese Resultate stimmen 
mit denen von Mishima (1930), Koyasako (1930), Komada 
(1931) u.a. tiberein. Es ist némlich klar, dass die obenerwahute 
Schwefelgehaltszunahme im Pankreasvenenblut sowie auch in der 
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Brustganglymphe mit der Funktion des Pankreas, besonders mit 
der der Langerhansschen Inseln, im innigsten Zusammenhang steht. 

Nun ist es eine seit der beriihmten Arbeit von Abel und 
Geiling (1925) von vielen Forschern nachgepriifte Tatsache, dass 
das Insulin in seinem Molekiil eine relativ grosse Menge von 
Schwefel, besonders von labilem Schwefel enthalt, und also hegte 
Vefasser wie Nitzescu und Georgescu (1932) den Gedanken, 
dass die Schwefelgehaltszunahme des Pankreasblutes sowie der 
Thoracicuslymphe in seinen vorigen Mitteilungen wenigstens mehr 
als zur Halfte ihre Quelle in der Insulinzunahme haben diirfte. 
Aber nach den Angaben vieler Chemiker, iiber die Verfasser schon 
in seiner V. Mitteilung eingehend berichtet hat, betragt der 
Schwefelgehalt des Pankreashormons ungefahr 3% ; berechnet man 
von diesem Wert die Schwefelzunahme in meinen bisherigen Re- 
sultaten, so scheint die Schwefelgehaltszunahme etwas zu vross 
zu sein, um ihre Quelle als ganzes im Insulinschwefel zu suchen, ° 
und daher wire es etwas voreilig, die Schwefelgehaltszunahme als 
ganzes der Insulingehaltszunahme zuzusehreiben. Cohane (1932) 
stellte die Schwefelgehaltszunahme des Blutes beim insulinisierten 
Menschen bzw. Hund fest und meinte, dass das Verhiltnis der 
Schwefelgehaltszunahme durch den Insulinschwefel allein nicht 
erklart werden kann. Ferner, nach dem Resultat, welehes Ver- 
fasser in der Schwefeluntersuchung im Insulin ‘‘Lilly’’ gewonnen 
hat, geht wenigsten 3/4 vom Insulinschwefel in Trichloressigséure- 
filtrat iiber, und zwar ist im Insulin ‘‘Lilly’’ von Anfang an keine 
freie Sulfation vorhanden. Hinsichtlich der Frage, ob der Insnl- 
inschwefel im Blut oder in der Lymphe durch Trichloressigsiure 
niedergeschlagen wird, ist man sich heute noch nicht ganz klar, da 
der chemische Bau des Insulins heutzutage noch ganz unklar bleibt, 
aber auf Grund seiner Ergebnisse kann Verfasser vermuten. dass 
der Insulinschwefel wenigstens mehr als zur Halfte in Trichloressig- 
saurefiltrat iibereehen muss. 

Es ist gewiss ein richtiger Gedanke, dass wenigstens ein Teil 
der Schwefelgehaltszunahme seine Quelle im Insulinschwefel haben 
diirfte, aber es muss zutreffender sein anzunehmen, dass in der 
Zeit der Insulininkretionssteigerung eine schwefelreiche Substanz 
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von noch unklarem Wesen in die beiden Bahnen, d.h. in die 
Pankreasvenen und in den Brustgang sezerniert wird, wobei- die 
Inkretion derselben der Insulininkretion ganz parallel lauft. 


V. ZuUSAMMENFASSUNG. 


Die Resultate, die Verfasser beim vagotomierten Hund erhalten 
hat, waren folgende: 

1. Der Schwefelgehalt der Thoracicuslymphe zeigt miissige 
stiindliche Schwankungen und hat eine leichte allmahliche Neigung 
zur Herabsetzung. 

2. Der Schwefelgehalt des Pankreasvenenblutes veriandert 
sich durch Traubenzuckerinjektion nicht. 

3. Der Schwefelgehalt der Brustganglymphe steigt eine 
Zeitlang durch Traubenzuckerinjektion ab und nimmt dann 
allmahlich bis zum Anfangsniveau wieder zu. 

4. Diese Resultate unterscheiden sich betraichtlich von denen 
beim normalen Hund. Verfasser ist der Meinung, dass der Unter- 
schied in dem Ausfall der Insulininkretion des Pankreas durch 
Vagotomie seine Quelle haben diirfte. 


VI. ScHLUSSATZE. 


Meine sdmtlichen sechs bisherigen Mitteilungen zusammen- 
fassend, komme ich zu folgenden Schliissen : 

1. Der Gehalt an Gesamtschwefel sowohl im Pankreasvenen- 
blut als auch in der Thoracicuslymphe steigt nach Vagusreizung 
bezw. Traubenzuckerinjektion an. 

2. Die Brustganglymphe beim Hund, der ein durch Pankreas- 
gangunterbindung zur Atrophie gebrachtes Pankreas hat, zeigt 
das gleiche Resultat. 

3. Der Schwefelgehalt der Thoracicuslymphe verandert sich 
durch Sekretininjektion nicht und auch der des Pankreasvenen- 
blutes zeigt durch Sympathicusreizung keine Veranderung. 

4. Beim depankreatisierten Hund zeigt der Schwefelgehalt 
der Thoracicuslymphe durch Vagusreizung oder Traubenzucker- 
injektion keine Zunahme. 

5. Traubenzuckerinjektion nach bilateraler Vagotomie verur- 
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sacht keine Schwefelgehaltszunahme in der Thoracicuslymphe oder 
im Pankreasvenenblut. 

6. An Schwefelgehalt ist das Langerhanssche Inselgewebe 
grosser als das Driisengewebe des Pankreas. 

7. Es ist héchstwahrscheinlich, dass die Schwefelzunahme in 
der Thoracicuslymphe sowie im Pankreasvenenblut nach Vagus- 
reizung bezw. Traubenzuckerinjektion mit der Bauchspeichel- 
driise, besonders mit dem Langerhansschen-Inselgewebe, im innig- 
ster Zusammenhang steht. 
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